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บทคัดยอ 

การแยกแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซมไลเปสจากดินรอบๆ บอดักไขมันและน้ําเสีย
จากระบบบําบัดน้ําเสียของโรงงานผลิตปลากระปอง โดยใชอาหารพื้นฐาน (basal medium agar) ที่
ประกอบดวยน้ํามันปลาที่สกัดจากน้ํานึ่งปลาทูนา 1 เปอรเซ็นต และ rhodamine B 0.001 เปอรเซ็นต 
พบแบคทีเรียเจริญ 111 ไอโซเลท และ 80 ไอโซเลท สามารถเรืองแสงยูวี เมื่อนํามาเลี้ยงบนอาหาร
พื้นฐานที่มีไตรบิวไทริน 1 เปอรเซ็นต พบวามี 42 ไอโซเลทที่เกิดวงใสรอบโคโลนี โดยเชื้อ        

GT3 (19) มีประสิทธิภาพการยอยสลายสูงที่สุด เมื่อนํามาเลี้ยงในอาหารเหลวพื้นฐานที่มีน้ํามันปลา
ที่สกัดจากน้ํานึ่งปลาทูนา 1 เปอรเซ็นต พบวามีแบคทีเรีย 11 ไอโซเลท ที่มีคากิจกรรมในการยอย
สลายสูง โดยไอโซเลท EQ3 มีคากิจกรรมการยอยสลายสูงที่สุด คือ 1.5 ยูนิตตอมิลลิลิตร และเมื่อ
นํามาจําแนกสายพันธุดวย 16 S rDNA พบวามีความเหมือนกับ Burkholderia sp. 99 เปอรเซ็นต (bp/bp)
จึงใหชื่อวา Burkholderia sp. EQ3 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมไลเปสจาก
Burkholderia sp. EQ3 พบวาสามารถผลิตเอนไซมไลเปสไดดีในอาหารเหลวพื้นฐานที่มีน้ํามันปลาที่
สกัดจากน้ํานึ่งปลาทูนา 1 เปอรเซ็นต เปนแหลงคารบอน และทริปโตน 0.1 เปอรเซ็นต เปนแหลง
ไนโตรเจน เขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 ชั่วโมง สามารถ
ผลิตเอนไซมได 1.77 ยูนิตตอมิลลิลิตร

การแยกเอนไซมไลเปสอยางหยาบที่ผลิตโดย Burkholderia sp. EQ3 โดยการ
ตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต เอทิลแอลกอฮอล และอะซิโตน พบวาอะซิโตนสามารถตกตะกอน
เอนไซมไดกิจกรรมทั้งหมดสูงที่สุด 84.8 ยูนิต กิจกรรมจําเพาะ 4.7 ยูนิตตอมิลลิกรัม และมีความ
บริสุทธิ์ 9.4 เทา ซึ่งจากการศึกษาคุณสมบัติของเอนไซมไลเปสอยางหยาบ พบวาเอนไซมมีสภาวะที่
เหมาะสมของปฏิกิริยาการยอยสลายที่พีเอช 6.0 และอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส และมีความคงตัวที่     
พีเอชเปนดาง คือ 9.0-12.0 หลังจากการบมเปนเวลา 1 ชั่วโมง

เมื่อนําเอนไซมไลเปสอยางหยาบจาก Burkholderia sp. EQ3 ไปประยุกตใชในการ
สังเคราะหแวกซเอสเทอรโดยใชไขมันที่สกัดจากกอนไขมันในบอดักไขมันโดยใชเฮกเซน ซึ่ง
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ประกอบดวยกรดไขมัน คือ กรดไมริสติก 4.0 เปอรเซ็นต กรดปาลมิติก 47 เปอรเซ็นต กรดสเตียริก 
10 เปอรเซ็นต กรดโอลิอิก 24 เปอรเซ็นต และกรดลิโนลินิก 9.5 เปอรเซ็นต เปรียบเทียบกับการใช
เอนไซมไลเปสตรึงรูปทางการคา 5 ชนิด คือ Lipozyme RM IM, Lipozyme TL IM, Novozyme 435, 
Lipase PS และ Lipase AK เรงปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชั่นที่มีสารตั้งตน คือ ไขมันที่สกัดจากกอน
ไขมันในบอดักไขมัน 115.3 มิลลิกรัม (น้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ย= 839.12 กรัม/โมล) ละลายในเฮกเซน 
1 มิลลิลิตร ซีทิลแอลกอฮอล 100 มิลลิกรัม และเอนไซมตรึงรูป 1 ยูนิต บมที่ 45 องศาเซลเซียส เขยา
ที่ 300 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ชั่วโมง พบวา Lipozyme RM IM, Lipozyme TL IM และ
Novozyme 435 สามารถสังเคราะหแวกซเอสเทอรได 92.25, 19.72 และ 90.93 เปอรเซ็นต ตามลําดับ
การศึกษาปจจัยตางๆ ที่สงผลตอปฏิกิริยาการสังเคราะหแวกซเอสเทอรโดยใช Novozyme 435 พบวา
สภาวะที่เหมาะสมในการสังเคราะหแวกซเอสเทอร คือ ปริมาณเอนไซม 1 ยูนิต อัตราสวนโมลของ
ไขมันที่สกัดจากกอนไขมันในบอดักไขมันกับซีทิลแอลกอฮอลเทากับ 1:2 มีเฮกเซนเปนตัวทํา
ละลายอินทรีย และทําปฏิกิริยาโดยใชความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
สังเคราะหแวกซเอสเทอรได 90.59 เปอรเซ็นต ที่ 3 ชั่วโมง สวนสภาวะที่เหมาะสมในการสังเคราะห
แวกซเอสเทอรโดยใชเอนไซมไลเปสอยางหยาบจาก Burkholderia sp. EQ3 ที่ผานการตกตะกอน
ดวยอะซิโตน พบวาการใชปริมาณเอนไซม 40 ยูนิต ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส อัตราสวนระหวาง
ไขมันที่สกัดจากกอนไขมันในบอดักไขมันกับซีทิลแอลกอฮอลเทากับ 1:2 ละลายในไอโซออกเทน 1 
มิลลิลิตร เขยาที่ 200 รอบตอนาที สามารถสังเคราะหแวกซเอสเทอรไดสูงสุด 95.07 เปอรเซ็นต ที่เวลา 
6 ชั่วโมง 
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ABSTRACT

The isolation of lipase producing bacteria from soil samples around grease trap
pond and wastewater samples from wastewater treatment system of canned fish factory was done 
on basal medium (agar) containing 1% extracted fish oil (from tuna pre-cooking condensate) and 
0.001% rhodamine B. One hundred and eleven bacterial isolates were grown in this medium but
only 80 isolates showed fluorescent under UV light. These 80 bacterial isolates were screened for
lipase activity on basal medium (agar) containing 1% tributyrin. 42 isolates showed clear zone 
around colony while the isolates GT3 (19) showed highest index of tributyrin hydrolysis. Only 11
isolates showed high activities and the isolate EQ3 had the highest hydrolysis activity (1.5 U/ml) 
in basal medium (broth) containing 1% of extracted fish oil. The identification of the isolate EQ3 
by 16S rDNA showed 99% identity (bp/bp) with Burkholderia sp. and was designated as
Burkholderia sp. EQ3. The optimum conditions for lipase production by Burkholderia sp. EQ3 
were 1% extracted fish oil as a carbon source, 0.1% tryptone as a nitrogen source, at 37 °C with
200 rpm for 12 h with 1.77 U/ml of lipase activity. 

The crude lipase was separated from the culture broth of Burkholderia sp. EQ3 
by precipitate with ammonium sulfate, ethyl alcohol and acetone. Acetone precipitation provided 
highest total lipase activity (84.8 U, 4.7 U/mg of specificity and 9.4 purification folds). The crude 
lipase showed maximum activity at pH 6.0 and 25°C and was stable at pH range 9.0-12.0 after 1 h 
of incubation.

The crude lipase from Burkholderia sp. EQ3 was used in wax esters synthesis 
with the fat from fat cake in grease trap extracted with hexane. This fat was composted of myristic 
acid (4.0%), palmitic acid (47%), stearic acid (10%), oleic acid (24%) and linoleic acid (9.5%) in 
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comparison with the 5 commercial immobilized lipases (Lipozyme RM IM, Lipozyme TL IM, 
Novozyme 435, Lipase PS and Lipase AK). The reaction was carried out by mixing 115.3 mg of 
fish fat (average MW= 839.12 g/mol) in 1 ml of hexane, 100 mg cetyl alcohol and immobilized 
lipases 1 U at 45°C and 300 rpm for 24 h. The Lipozyme RM IM, Lipozyme TL IM and 
Novozyme 435 could synthesize wax esters 92.25, 19.72 and 90.93%, respectively. The synthesis 
of wax esters from fish fat by Novozyme 435 was optimized. The optimum conditions were 
enzyme 1 U, molar ratio of fat from extracted fat cake in grease trap to cetyl alcohol 1:2 in hexane 
at 37°C and 200 rpm. The yield of wax esters at optimum conditions was 90.59% at 3 h. On the 
other hand the optimum conditions for wax esters synthesis by crude lipase from Burkholderia sp. 
EQ3 were crude lipase 40 U, molar ratio of fat from extracted fat cake to cetyl alcohol 1:2 in 
isooctane at 30°C and 200 rpm and the yield of wax esters was 95.07% at 6 h.
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บทที่ 1

 บทนํา

บทนําตนเรื่อง

�£�µ�‡�Ä�˜�o�…�°�Š�ž�¦�³�Á�š�«�Å�š�¥�¤�¸�£�¼�¤�·�ž�¦�³�Á�š�«�˜�·�—�š�³�Á�¨�‹�¹�Š�¤�¸�°�»�˜��µ�®�„�¦�¦�¤�Â�ž�¦�¦�¼�ž�°�µ�®�µ�¦�š�³�Á�¨
�•�¦�¦�‹�»�„�¦�³�ž�l�°�Š��n�Š�°�°�„�Ä�œ�Â�™�•�œ�¸�Ê�Á�ž�}�œ�‹�Î�µ�œ�ª�œ�¤�µ�„�Ã�—�¥�Á�Œ�¡�µ�³�°�µ�®�µ�¦�š�³�Á�¨�ž�¦�³�Á�£�š�ž�¨�µ���Ž�¹�É�Š�„�¦�³�•�ª�œ�„�µ�¦
�Ÿ�¨�·�˜�‹�³�¤�¸�„�µ�¦�Ä�•�o�‡�ª�µ�¤�¦�o�°�œ�Ä�œ�¦�¼�ž�…�°�Š�Å�°�œ�Ê�Î�µ�°�¥�¼�n�®�¨�µ�¥�…�´�Ê�œ�˜�°�œ�Â�¨�³�Á�„�·�—�Á�ž�}�œ�…�°�Š�Á��¸�¥�Á�®�¨�º�°�š�·�Ê�Š�š�´�Ê�Š�…�°�Š�Â�…�È�Š
�Â�¨�³�…�°�Š�Á�®�¨�ª�Á�ž�}�œ�‹�Î�µ�œ�ª�œ�¤�µ�„���Ž�¹�É�Š�…�°�Š�Á��¸�¥�š�¸�É�Á�ž�}�œ�…�°�Š�Á�®�¨�ª�‹�³�™�¼�„�œ�Î�µ�Å�ž�¦�ª�¤�„�´�œ�š�¸�É�•�n�°�•�Î�µ�•�´�—�œ�Ê�Î�µ�Á��¸�¥�Á�¡�º�É�°�š�Î�µ
�„�µ�¦�•�Î�µ�•�´�—�„�n�°�œ�š�¸�É�‹�³�¤�¸�„�µ�¦�ž�¨�n�°�¥�¨�Š��¼�n�Â�®�¨�n�Š�œ�Ê�Î�µ�›�¦�¦�¤�•�µ�˜�·���Å�…�¤�´�œ�•�´�Ê�œ�•�µ�Š�Ç���š�¸�É�¨�°�¥�°�¥�¼�n�•�œ�Ÿ�·�ª�œ�Ê�Î�µ�š�Î�µ�Ä�®�o�Á�„�·�—
�„�µ�¦��³��¤�…�°�Š�•�´�Ê�œ�Å�…�¤�´�œ�®�œ�µ�…�¹�Ê�œ���Ž�¹�É�Š�š�Î�µ�Ä�®�o�Á�„�·�—�ž�{�•�®�µ��·�É�Š�Â�ª�—�¨�o�°�¤�Â�¨�³�£�µ�¦�³�„�µ�¦�•�Î�µ�•�´�—�œ�Ê�Î�µ�š�·�Ê�Š�…�°�Š
�®�œ�n�ª�¥�Š�µ�œ�Á�ž�}�œ�°�¥�n�µ�Š�¤�µ�„���®�µ�„�¤�¸�„�µ�¦�œ�Î�µ�ª�´��—�»�Á�«�¬�Á�®�¨�º�°��n�ª�œ�œ�¸�Ê�¤�µ�Ä�•�o�„�È�‹�³�Á�ž�}�œ�„�µ�¦�Á�¡�·�É�¤�«�´�„�¥�£�µ�¡�„�µ�¦�Ä�•�o
�ž�¦�³�Ã�¥�•�œ�r�‹�µ�„�š�¦�´�¡�¥�µ�„�¦�Â�¨�³�¨�—�£�µ�¦�³�„�µ�¦�•�Î�µ�•�´�—�œ�Ê�Î�µ�š�·�Ê�Š�Ä�®�o�Â�„�n�Ã�¦�Š�Š�µ�œ���Á�•�n�œ���„�µ�¦�œ�Î�µ�Å�…�¤�´�œ�Å�ž�š�Î�µ��•�¼�n���Å�•
�Ã�°�—�¸�Á�Ž�¨���Á�š�¸�¥�œ�Å�…���Â�¨�³�„�µ�¦�š�Î�µ�Â�ª�„�Ž�r���Á�ž�}�œ�˜�o�œ

�Â�ª�„�Ž�r�®�¦�º�°�Â�ª�„�Ž�r�Á�°��Á�š�°�¦�r�Á�ž�}�œ�Á�°��Á�š�°�¦�r�…�°�Š�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ��µ�¥�¥�µ�ª�„�´�•�Â�°�¨�„�°�±�°�¨�r�…�°�Š
�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ��µ�¥�¥�µ�ª���Â�ª�„�Ž�r�Á�°��Á�š�°�¦�r��µ�¤�µ�¦�™�œ�Î�µ�Å�ž�Ä�•�o�ž�¦�³�Ã�¥�•�œ�r�Á�ž�}�œ��n�ª�œ�Ÿ��¤��Î�µ�‡�´�•�Ä�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜
�Ÿ�¨�·�˜�£�´�–�”�r�…�°�Š�°�»�˜��µ�®�„�¦�¦�¤�˜�n�µ�Š�Ç���Ä�œ�°�»�˜��µ�®�„�¦�¦�¤�Á�‡�¦�º�É�°�Š��Î�µ�°�µ�Š�Ä�•�o�Â�ª�„�Ž�r�Á�°��Á�š�°�¦�r�Á�ž�}�œ��µ�¦�®�¨�n�°�¨�º�É�œ��
�Ä�®�o�‡�ª�µ�¤�•�»�n�¤�•�º�É�œ��(Peter and Robert, 2001)���Ä�œ�°�»�˜��µ�®�„�¦�¦�¤�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�¥�µ���Ä�•�o�Á�ž�}�œ��µ�¦�š�Î�µ�Ä�®�o�Á�„�·�—�¢�°�Š�Á�¡�º�É�°
�•�n�ª�¥�Ä�œ�„�µ�¦�ž�¨�—�ž�¨�n�°�¥��µ�¦�Ä�œ�¥�µ�Á�¤�È�— (Savolainen et al., 2003)���Â�¨�³�Â�ª�„�Ž�r�¥�´�Š��µ�¤�µ�¦�™�Ä�•�o�Á�ž�}�œ��µ�¦�®�¨�n�°
�¨�º�É�œ���Ä�œ�Š�µ�œ�ž�{�•�œ�…�¹�Ê�œ�¦�¼�ž �Â�¨�³��µ�¦�Ä�®�o�‡�ª�µ�¤�Á�Š�µ�ª�µ�ª (Chen and Wang, 1997) �Â�ª�„�Ž�r�Á�°��Á�š�°�¦�r�˜�µ�¤�›�¦�¦�¤�•�µ�˜�·��
�¡�•�Ä�œ�¡�º�•�Â�¨�³��´�˜�ª�r���Â�˜�n�ž�¦�·�¤�µ�–�œ�o�°�¥���„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Â�ª�„�Ž�r�Á�°��Á�š�°�¦�r��µ�¤�µ�¦�™�š�Î�µ�Å�—�o�Ã�—�¥�Ä�•�o�„�¦�³�•�ª�œ�„�µ�¦�š�µ�Š
�Á�‡�¤�¸�Â�˜�n��n�Š�Ÿ�¨�Á��¸�¥�˜�n�°��·�É�Š�Â�ª�—�¨�o�°�¤���ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�¦�»�œ�Â�¦�Š���°�µ�‹�Å�—�o��µ�¦�˜�´�ª�„�¨�µ�Š�š�¸�É�Á�ž�}�œ�¡�·�¬�Â�¨�³�„�Î�µ�‹�´�—�¥�µ�„���—�´�Š�œ�´�Ê�œ
�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�Ã�—�¥�Ä�•�o�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��Á�ž�}�œ�š�µ�Š�Á�¨�º�°�„�š�¸�É�œ�n�µ��œ�Ä�‹���Á�œ�º�É�°�Š�‹�µ�„�Á�ž�}�œ�¤�·�˜�¦�˜�n�°��·�É�Š�Â�ª�—�¨�o�°�¤�Â�¨�³
�ž�¨�°�—�£�´�¥�˜�n�°�Ÿ�¼�o�ž�’�·�•�´�˜�·�„�µ�¦

�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�����lipase �®�¦�º�°��Triglycerol��acylhydrolase; EC 3.1.1.3�����Á�ž�}�œ�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�š�¸�É
�¥�n�°�¥��¨�µ�¥�¡�´�œ�›�³�Á�°��Á�š�°�¦�r�� ��ester bond���� �…�°�Š��tri-, di- �®�¦�º�°��monoglycerides �Ä�®�o�Á�ž�}�œ�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨�Â�¨�³
�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ���Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�œ�¸�Ê�¡�•�Å�—�o�š�´�É�ª�Å�ž�Ä�œ��´�˜�ª�r���¡�º�•���Â�¨�³�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r���Ž�¹�É�Š�¦�ª�¤�š�´�Ê�Š�¦�µ���¥�¸��˜�r���Â�¨�³�Â�•�‡�š�¸�Á�¦�¸�¥����Rapp 
and Backhaus, 1992; Jaeger et  al., 1994���� �„�¨�Å�„�„�µ�¦�š�Î�µ�Š�µ�œ�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�œ�¸�Ê�Â�˜�„�˜�n�µ�Š�‹�µ�„�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�š�¸�É
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�¨�³�¨�µ�¥�œ�Ê�Î�µ�š�´�É�ª�Å�ž�� �‡�º�°�� �‹�³�Á�¦�n�Š�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�š�¸�É�•�¦�·�Á�ª�–�¦�°�¥�˜�n�°�¦�³�®�ª�n�µ�Š�œ�Ê�Î�µ�Â�¨�³�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�� �š�´�Ê�Š�œ�¸�Ê�Á�œ�º�É�°�Š�‹�µ�„��´�•��Á�˜�¦�š��
�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�œ�¸�Ê�Á�ž�}�œ�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�Ž�¹�É�Š�Å�¤�n�•�°�•�œ�Ê�Î�µ�Â�˜�n�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�°�¥�¼�n�Ä�œ��£�µ�ª�³�š�¸�É�¤�¸�œ�Ê�Î�µ��(Jaeger et  al., 1994)

�Â�¤�o�ª�n�µ�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��‹�³�¤�¸��¤�•�´�˜�·�š�´�É�ª�Å�ž�Ä�œ�„�µ�¦�Á�¦�n�Š�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�¡�º�Ê�œ�“�µ�œ�Á�—�¸�¥�ª�„�´�œ�—�´�Š�„�¨�n�µ�ª
�…�o�µ�Š�˜�o�œ���Â�˜�n�Ÿ�¨�‹�µ�„�„�µ�¦�«�¹�„�¬�µ�Å�¨�Á�ž��Ž�¹�É�Š�Â�¥�„�‹�µ�„�Â�®�¨�n�Š�˜�n�µ�Š�Ç���„�´�œ�Ä�œ�›�¦�¦�¤�•�µ�˜�·���¡�•�ª�n�µ�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�‹�µ�„�Â�˜�n�¨�³
�Â�®�¨�n�Š�‹�³�¤�¸�‡�ª�µ�¤�‹�Î�µ�Á�¡�µ�³�˜�n�°�„�µ�¦�Á�„�·�—�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ���°�µ�š�·�Á�•�n�œ���¤�¸�‡�ª�µ�¤�‹�Î�µ�Á�¡�µ�³�˜�n�°�˜�Î�µ�Â�®�œ�n�Š�š�¸�É�˜�´�—�¡�´�œ�›�³�Á�°��Á�š�°�¦�r��
�•�œ�·�—�…�°�Š�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ���¦�¼�ž�Â�•�•�„�µ�¦�‹�´�—�Á�¦�¸�¥�Š�˜�´�ª�Ä�œ�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�…�°�Š��´�•��Á�˜�¦�š����£�µ�ª�³�„�¦�—-�—�n�µ�Š���®�¦�º�°�°�»�–�®�£�¼�¤�·
�š�¸�É�Á�„�¸�É�¥�ª�…�o�°�Š�Ä�œ�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ���Á�ž�}�œ�˜�o�œ����Yamane, 1987; Sonnet, 1988; Malcata et al., 1992�� �Á�œ�º�É�°�Š�‹�µ�„�Å�¨
�Á�ž��š�¸�É�Â�¥�„�‹�µ�„��·�É�Š�¤�¸�•�¸�ª�·�˜�Â�˜�n�¨�³�•�œ�·�—�°�¥�n�µ�Š�Á�•�n�œ�¡�º�•�Â�¨�³��´�˜�ª�r�¤�µ�Ä�•�o�ž�¦�³�Ã�¥�•�œ�r�¤�¸�…�¸�—�‹�Î�µ�„�´�—�°�¥�¼�n�¤�µ�„���Ž�¹�É�Š
�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��š�¸�É�Ÿ�¨�·�˜�‹�µ�„�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�¤�¸�…�o�°�Å�—�o�Á�ž�¦�¸�¥�•�®�¨�µ�¥�—�o�µ�œ���‡�º�°���¤�¸�‡�ª�µ�¤�‡�Š�˜�´�ª��¼�Š�„�ª�n�µ����µ�¤�µ�¦�™�Ÿ�¨�·�˜
�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�ž�¦�·�¤�µ�–�¤�µ�„�„�ª�n�µ�Á�¡�¦�µ�³�Á�•�º�Ê�°�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�Á�‹�¦�·�•�Å�—�o�°�¥�n�µ�Š�¦�ª�—�Á�¦�È�ª���‡�ª�•�‡�»�¤�Š�n�µ�¥�Â�¨�³�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�š�¸�É�¤�¸
�‡�»�–�£�µ�¡��¤�É�Î�µ�Á��¤�°���Â�¨�³�ž�{�‹�‹�»�•�´�œ�Å�—�o�¤�¸�„�µ�¦�‡�o�œ�®�µ�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��Ä�®�¤�n�Ç���Á�¡�º�É�°�Ä�®�o�Á�®�¤�µ�³�„�´�•�„�µ�¦�Ä�•�o�Š�µ�œ�Ä�œ
�—�o�µ�œ�˜�n�µ�Š�Ç���Á�¦�º�É�°�¥�¤�µ

�«�´�„�¥�£�µ�¡�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��Ä�œ�š�µ�Š�°�»�˜��µ�®�„�¦�¦�¤�¤�¸�¤�µ�„�� �Á�•�n�œ�� �Ä�•�o�Ä�œ�°�»�˜��µ�®�„�¦�¦�¤��
�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Ÿ�Š�Ž�´�„�¢�°�„���°�»�˜��µ�®�„�¦�¦�¤�„�¦�³�—�µ�¬���°�»�˜��µ�®�„�¦�¦�¤�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ���„�µ�¦�ž�¦�´�•�Â�˜�n�Š�„�¨�·�É�œ�¦��Ä�œ�°�»�˜��µ�®�„�¦�¦�¤
�°�µ�®�µ�¦�Â�¨�³�„�µ�¦��´�Š�Á�‡�¦�µ�³�®�r�Á�‡�¤�¸�£�´�–�”�r�•�œ�·�—�Ä�®�¤�n�� �Á�ž�}�œ�˜�o�œ�� ��Schmid, 1987; Yamane, 1987; Bjorkling et 
al., 1991; Bornscheuer, 1995) �Â�¨�³�Ä�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�š�µ�Š�°�»�˜��µ�®�„�¦�¦�¤�Á�®�¨�n�µ�œ�¸�Ê�˜�o�°�Š�„�µ�¦�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�š�¸�É�¤�¸
�‡�»�–��¤�•�´�˜�·�Á�Œ�¡�µ�³��µ�¤�µ�¦�™�š�Î�µ�Š�µ�œ�Å�—�o�—�¸�Á�¡�º�É�°�š�Î�µ�Ä�®�o�Å�—�o�Ÿ�¨�Ÿ�¨�·�˜�Á�¡�·�É�¤�…�¹�Ê�œ�� �Ž�¹�É�Š��µ�¤�µ�¦�™�¨�—�˜�o�œ�š�»�œ�š�¸�É�Ä�•�o�Ä�œ�„�µ�¦
�Ÿ�¨�·�˜�Å�—�o����Kristjansson and Stetter, 1992; Herbert, 1992,��

�—�´�Š�œ�´�Ê�œ�Š�µ�œ�ª�·�‹�´�¥�œ�¸�Ê�‹�¹�Š�¤�¸�ª�´�˜�™�»�ž�¦�³��Š�‡�r�š�¸�É�‹�³�Â�¥�„�Â�•�‡�š�¸�Á�¦�¸�¥�š�¸�É��µ�¤�µ�¦�™�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�
�‹�µ�„�˜�´�ª�°�¥�n�µ�Š�—�·�œ�Â�¨�³�œ�Ê�Î�µ�Á��¸�¥�š�¸�É�¤�¸�„�µ�¦�ž�œ�Á�ž�g�•�°�œ�…�°�Š�Å�…�¤�´�œ�Ä�œ�Ã�¦�Š�Š�µ�œ�Ÿ�¨�·�˜�ž�¨�µ�„�¦�³�ž�l�°�Š�Á�¡�º�É�°�«�¹�„�¬�µ��£�µ�ª�³�š�¸�É
�Á�®�¤�µ�³��¤�Ä�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��Â�¨�³�Á�ž�¦�¸�¥�•�Á�š�¸�¥�•�„�µ�¦�Ä�•�o�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��˜�¦�¹�Š�¦�¼�ž�š�µ�Š�„�µ�¦�‡�o�µ�Â�¨�³
�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��°�¥�n�µ�Š�®�¥�µ�•�Å�ž�ž�¦�³�¥�»�„�˜�r�Ä�•�o�Ä�œ�„�µ�¦��´�Š�Á�‡�¦�µ�³�®�r�Â�ª�„�Ž�r�Á�°��Á�š�°�¦�r�‹�µ�„�Å�…�¤�´�œ�š�¸�É��„�´�—�Å�—�o�‹�µ�„
�•�n�°�•�Î�µ�•�´�—���š�´�Ê�Š�œ�¸�Ê�Á�¡�º�É�°�„�µ�¦�Ä�•�o�ž�¦�³�Ã�¥�•�œ�r�…�°�Š�ª�´��—�»�Á�«�¬�Á�®�¨�º�°�Á�ž�}�œ�Ÿ�¨�·�˜�£�´�–�”�r�Á�¡�·�É�¤�¤�¼�¨�‡�n�µ�Ä�œ�°�œ�µ�‡�˜
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การตรวจเอกสาร 

1. วัสดุเศษเหลือของโรงงานปลาทูนาบรรจุกระปอง

�„�¦�³�•�ª�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�ž�¨�µ�š�¼�œ�n�µ�„�¦�³�ž�l�°�Š���¤�¸�…�´�Ê�œ�˜�°�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Â�¨�³�ª�´��—�»�Á�«�¬�Á�®�¨�º�°�—�´�Š�Â��—�Š
�Ä�œ��Figure��1���Ž�¹�É�Š�…�´�Ê�œ�˜�°�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�ž�¨�µ�š�¼�œ�n�µ�•�¦�¦�‹�»�„�¦�³�ž�l�°�Š�‹�³�¤�¸�ª�´��—�»�Á�«�¬�Á�®�¨�º�°�ž�¦�³�„�°�•�—�o�ª�¥���œ�Ê�Î�µ�œ�¹�É�Š�ž�¨�µ�š�¼
�œ�n�µ���Á�«�¬�„�¦�³�—�¼�„���®�´�ª���Â�¨�³�Á�‡�¦�º�É�°�Š�Ä�œ���Á�ž�}�œ�˜�o�œ���š�¸�É��µ�¤�µ�¦�™�œ�Î�µ�¤�µ�—�´�—�Â�ž�¨�Š�Á�¡�º�É�°�Á�¡�·�É�¤�¤�¼�¨�‡�n�µ�Ä�®�o�Â�„�n�Ÿ�¨�·�˜�£�´�–�”�r
�Ä�®�¤�n���„�n�°�Ä�®�o�Á�„�·�—�„�µ�¦�Ä�•�o�š�¦�´�¡�¥�µ�„�¦��´�˜�ª�r�œ�Ê�Î�µ�°�¥�n�µ�Š�‡�»�o�¤�‡�n�µ

Prasertsan �Â�¨�³�‡�–�³����1988�����š�Î�µ�„�µ�¦��Î�µ�¦�ª�‹�ž�¦�·�¤�µ�–�ª�´��—�»�Á�«�¬�Á�®�¨�º�°�‹�µ�„�Ã�¦�Š�Š�µ�œ
�°�»�˜��µ�®�„�¦�¦�¤�°�µ�®�µ�¦�š�³�Á�¨�Ä�œ�‹�´�Š�®�ª�´�—��Š�…�¨�µ���¡�•�ª�n�µ��n�ª�œ�Ä�®�•�n�¤�¸�„�µ�¦�Ä�•�o�ª�´�˜�™�»�—�·�•��¼�Š�™�¹�Š��135 �˜�´�œ�˜�n�°�ª�´�œ���Â�¨�³
�Ä�®�o�Ÿ�¨�Ÿ�¨�·�˜�¦�o�°�¥�¨�³��35 �…�°�Š�ž�¦�·�¤�µ�–�ª�´�˜�™�»�—�·�•�Á�¦�·�É�¤�˜�o�œ����n�ª�œ�š�¸�É�Á�®�¨�º�°�Á�ž�}�œ�ª�´��—�»�Á�«�¬�Á�®�¨�º�°�š�¸�É�Á�ž�}�œ�…�°�Š�Â�…�È�Š�¤�¸
�ž�¦�³�¤�µ�–�¦�o�°�¥�¨�³��25-30 �…�°�Š�ª�´�˜�™�»�—�·�•�Á�¦�·�É�¤�˜�o�œ���Å�—�o�Â�„�n���Á�«�¬�„�¦�³�—�¼�„���®�´�ª���Á�‡�¦�º�É�°�Š�Ä�œ���Â�¨�³�®�œ�´�Š�ž�¨�µ���Ž�¹�É�Š��µ�¤�µ�¦�™
��n�Š�…�µ�¥�Ä�®�o�Â�„�n�Ã�¦�Š�Š�µ�œ�ž�¨�µ�ž�i�œ���Á�¡�º�É�°�š�Î�µ�Á�ž�}�œ�°�µ�®�µ�¦��´�˜�ª�r�Ã�—�¥�˜�¦�Š���°�¸�„��n�ª�œ�®�œ�¹�É�Š���‡�º�°���ª�´��—�»�Á�«�¬�Á�®�¨�º�°�š�¸�É�Á�ž�}�œ
�…�°�Š�Á�®�¨�ª�¤�¸�ž�¦�³�¤�µ�–�¦�o�°�¥�¨�³��30-35 �…�°�Š�ª�´�˜�™�»�—�·�•���Å�—�o�Â�„�n���Á�¨�º�°�—�ž�¨�µ���Â�¨�³�œ�Ê�Î�µ�œ�¹�É�Š�ž�¨�µ���Ž�¹�É�Š�¥�´�Š�Å�¤�n�Å�—�o�¤�¸�„�µ�¦
�œ�Î�µ�¤�µ�Ä�•�o�ž�¦�³�Ã�¥�•�œ�r���Â�¨�³�ž�¨�n�°�¥�¨�Š��¼�n�¦�³�•�•�•�Î�µ�•�´�—�œ�Ê�Î�µ�Á��¸�¥�����°�¦�´�•���®�´�œ�¡�Š�«�r�„�·�˜�˜�·�„�¼�¨���Â�¨�³�‡�–�³��������������

2. ไขมันและน้ํามัน 

�Å�…�¤�´�œ�Á�ž�}�œ�•�º�É�°��µ�¤�´�•�š�¸�É�Á�¦�¸�¥�„��µ�¦�ž�¦�³�„�°�•�š�¸�É�Á�ž�}�œ�Å�˜�¦�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r�� ��µ�¦�ž�¦�³�„�°�•�¢�°��Ã�¢
�¨�·�ž�d�—�� �Â�¨�³��Á�˜�°�¦�°�¨�� �ž�¦�³�¤�µ�–�� ����% �…�°�Š�Å�…�¤�´�œ�š�¸�É�•�¦�·�Ã�£�‡�Ä�œ�°�µ�®�µ�¦�Á�ž�}�œ�Å�˜�¦�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r�� �™�¹�Š�Â�¤�o�ª�n�µ�„�¦�—
�Å�…�¤�´�œ�‹�³�Å�¤�n�°�¥�¼�n�Ä�œ�¦�¼�ž�…�°�Š�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�°�·��¦�³���Ã�¤�Ã�œ�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r���Å�—�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r���¢�°��Ã�¢�¨�·�ž�d�—���Å�„�¨�Ã�‡�¨�·�ž�d�—
�®�¦�º�°��Á�˜�°�¦�r�¦�°�¨�� �°�œ�»�¡�´�œ�›�r�…�°�Š�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�‹�³�™�¼�„�‹�Î�µ�Â�œ�„�˜�µ�¤�¦�³�—�´�•�‡�ª�µ�¤�Å�¤�n�°�·�É�¤�˜�´�ª�� �Å�˜�¦�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r�š�¸�É�Á�ž�}�œ
�…�°�Š�Â�…�È�Š�®�¤�µ�¥�™�¹�Š�Å�…�¤�´�œ�� �…�–�³�š�¸�É�Å�˜�¦�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r�…�°�Š�Á�®�¨�ª�®�¤�µ�¥�™�¹�Š�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�� �š�´�Ê�Š�Å�…�¤�´�œ�Â�¨�³�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�¤�¸�‡�n�µ
�¡�¨�´�Š�Š�µ�œ�Á�š�n�µ�„�´�œ�� �œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�š�¸�É�°�·�É�¤�˜�´�ª�¤�¸�‡�n�µ�¡�¨�´�Š�Š�µ�œ�¤�µ�„�„�ª�n�µ�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�š�¸�É�¤�¸�¡�´�œ�›�³�‡�¼�n�� �Ä�œ�š�µ�Š�Á�‡�¤�¸�Å�˜�¦�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r
��µ�¤�µ�¦�™�‹�Î�µ�Â�œ�„�Å�—�o�˜�µ�¤�‡�ª�µ�¤�°�·�É�¤�˜�´�ª�Ž�¹�É�Š�¤�¸�š�´�Ê�Š�Å�…�¤�´�œ�°�·�É�¤�˜�´�ª�� �Å�…�¤�´�œ�Å�¤�n�°�·�É�¤�˜�´�ª�®�œ�¹�É�Š�˜�Î�µ�Â�®�œ�n�Š�� �Â�¨�³�Å�…�¤�´�œ�Å�¤�n
�°�·�É�¤�˜�´�ª�®�¨�µ�¥�˜�Î�µ�Â�®�œ�n�Š�����ž�d�Ã�¥�¦����®�Š�¬�µ�•�µ�˜�·��������������

�‡�»�–�¨�´�„�¬�–�³�…�°�Š�œ�Î�Ê�µ�Á��¸�¥�Ä�œ�Ã�¦�Š�Š�µ�œ�°�»�˜��µ�®�„�¦�¦�¤�ž�¨�µ�„�¦�³�ž�l�°�Š�…�¹�Ê�œ�°�¥�¼�n�„�´�•�ª�´�˜�™�»�—�·�• �‡�º�°
�¡�´�œ�›�»�r�ž�¨�µ�š�¸�É�Ä�•�o�˜�¨�°�—�‹�œ�„�¦�³�•�ª�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�š�¸�É�Â�˜�„�˜�n�µ�Š�„�´�œ  ��Î�µ�®�¦�´�•�°�»�˜��µ�®�„�¦�¦�¤�ž�¨�µ�„�¦�³�ž�l�°�Š�Ä�œ
�ž�¦�³�Á�š�«�Å�š�¥  ��n�ª�œ�Ä�®�•�n�‹�³�Á�ž�}�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�ž�¨�µ�š�¼�œ�n�µ�„�¦�³�ž�l�°�Š  �Ž�¹�É�Š�¤�¸��µ�¦�°�·�œ�š�¦�¸�¥�r�Ä�œ�œ�Ê�Î�µ�Á��¸�¥�ž�¦�·�¤�µ�–��¼�Š�‹�µ�„
�…�°�Š�Á�®�¨�ª�š�¸�É�Å�—�o�‹�µ�„�„�µ�¦�œ�¹�É�Š�ž�¨�µ �°�¥�n�µ�Š�Å�¦�„�È�—�¸�™�o�µ�¤�¸�„�µ�¦�Â�¥�„�œ�Ê�Î�µ�œ�¹�É�Š�ž�¨�µ���Â�¨�³�œ�Ê�Î�µ�š�¸�É�Ä�•�o�Á�ž�}�œ�˜�´�ª�™�n�µ�¥�Á�š�‡�ª�µ�¤�¦�o�°�œ
�°�°�„�‹�µ�„�œ�Î�Ê�µ�Á��¸�¥�¦�ª�¤�Â�¨�o�ª�‹�³�¡�•�ª�n�µ�¨�´�„�¬�–�³�…�°�Š�œ�Î�Ê�µ�Á��¸�¥�‹�µ�„�„�¦�³�•�ª�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�ž�¨�µ�š�¼�œ�n�µ�‹�³�¤�¸�‡�ª�µ�¤�Á�…�o�¤�…�o�œ
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�¨�—�¨�Š���Á�œ�º�É�°�Š�‹�µ�„�Ä�œ�œ�Ê�Î�µ�œ�¹�É�Š�ž�¨�µ�¤�¸�ž�¦�·�¤�µ�–�…�°�Š�Å�…�¤�´�œ�Â�¨�³�Ã�ž�¦�˜�¸�œ��¼�Š�¤�µ�„���—�´�Š�…�o�°�¤�¼�¨�Ä�œ��Table 1 �Â��—�Š
�¨�´�„�¬�–�³�œ�Î�Ê�µ�Á��¸�¥�‹�µ�„�„�¦�³�•�ª�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�ž�¨�µ�š�¼�œ�n�µ�Á�¤�º�É�°�Â�¥�„�œ�Ê�Î�µ�œ�¹�É�Š�ž�¨�µ�Â�¨�³�Å�¤�n�Â�¥�„�œ�Î�Ê�µ�œ�¹�É�Š�ž�¨�µ  

�œ�Ê�Î�µ�Á��¸�¥�Ã�¦�Š�Š�µ�œ�Â�ž�¦�¦�¼�ž�°�µ�®�µ�¦�š�³�Á�¨�ž�¦�³�Á�£�š�ž�¨�µ�‹�³�¤�¸�„�µ�¦��³��¤�…�°�Š��µ�¦�°�·�œ�š�¦�¸�¥�r
�ž�¦�·�¤�µ�–��¼�Š�Ž�¹�É�Š�Á�ž�}�œ�¡�ª�„�Á�«�¬�Á�œ�º�Ê�°�ž�¨�µ���Å�…�¤�´�œ���œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ���Á�ž�}�œ�˜�o�œ���š�Î�µ�Ä�®�o�¤�¸�‡�n�µ�•�¸�Ã�°�—�¸�Â�¨�³�Ž�¸�Ã�°�—�¸��¼�Š���Ã�—�¥�Å�…�¤�´�œ
�Â�¨�³�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�‹�³�™�¼�„�—�´�„�Å�ª�o�š�¸�É�•�n�°�—�´�„�Å�…�¤�´�œ���Ž�¹�É�Š�Á�ž�}�œ�•�n�°�Â�¦�„�…�°�Š�œ�Ê�Î�µ�š�·�Ê�Š�Ã�—�¥�œ�Ê�Î�µ�Á��¸�¥�‹�³�Å�®�¨�¨�Š��¼�n�„�¦�³�•�ª�œ�„�µ�¦
�•�Î�µ�•�´�—���ž�¦�·�¤�µ�–�Å�…�¤�´�œ�š�¸�É�™�¼�„�—�´�„�Å�—�o�£�µ�¥�Ä�œ�•�n�°�—�´�„�Å�…�¤�´�œ�¤�¸�ž�¦�·�¤�µ�–�¤�µ�„�‹�œ�®�œ�µ��1���¢�»�˜���—�o�µ�œ�¨�n�µ�Š�…�°�Š�Å�…�¤�´�œ
�‹�³�Á�ž�}�œ�œ�Ê�Î�µ�Á��¸�¥���Ž�¹�É�Š�¤�¸�¨�´�„�¬�–�³�Á�•�n�œ�Á�—�¸�¥�ª�„�´�•�œ�Ê�Î�µ�Á��¸�¥�š�´�É�ª�Å�ž���‡�º�°���¤�¸��¸�—�Î�µ�‡�¨�Ê�Î�µ���¤�¸�„�o�°�œ�…�°�Š�Å�…�¤�´�œ�…�œ�µ�—�Á�¨�È�„�ž�œ�°�¥�¼�n��
�„�¨�·�É�œ�Á�®�¤�È�œ���²�¨�²���Â�¨�³�¥�´�Š�¤�¸��µ�¦�‹�Î�µ�¡�ª�„�Á�„�¨�º�°�°�¸�„�—�o�ª�¥

�¨�´�„�¬�–�³�œ�Ê�Î�µ�Á��¸�¥�‹�µ�„�Ã�¦�Š�Š�µ�œ�°�»�˜��µ�®�„�¦�¦�¤�ž�¨�µ�„�¦�³�ž�l�°�Š�Ã�—�¥��n�ª�œ�Ä�®�•�n�‹�³�¤�¸�‡�n�µ�¡�¸�Á�°�•
�…�°�Š�œ�Ê�Î�µ�Á��¸�¥�‡�n�°�œ�…�o�µ�Š�Á�ž�}�œ�„�¨�µ�Š�°�¥�¼�n�š�¸�É��5.8-6.3���˜�µ�¤�…�o�°�¤�¼�¨�„�µ�¦��Î�µ�¦�ª�‹�œ�Ê�Î�µ�š�·�Ê�Š�…�°�Š�Ã�¦�Š�Š�µ�œ�°�»�˜��µ�®�„�¦�¦�¤�ž�¨�µ
�„�¦�³�ž�l�°�Š (Table 2)  �‹�³�Á�®�È�œ�Å�—�o�ª�n�µ�„�¦�³�•�ª�œ�„�µ�¦�œ�¹�É�Š�ž�¨�µ�‹�³�¤�¸�œ�Ê�Î�µ�š�·�Ê�Š�š�¸�É�¤�¸�‡�n�µ��BOD �Â�¨�³�‡�n�µ��COD ��¼�Š�„�ª�n�µ
�„�¦�³�•�ª�œ�„�µ�¦�°�º�É�œ�Ç���Ž�¹�É�Š�®�¤�µ�¥�‡�ª�µ�¤�ª�n�µ�Ä�œ�œ�Ê�Î�µ�š�·�Ê�Š�¤�¸��µ�¦�°�·�œ�š�¦�¸�¥�r�°�¥�¼�n�ž�¦�·�¤�µ�–�¤�µ�„���Ã�—�¥�‡�n�µ��BOD �‹�³�•�n�Š�•�°�„�™�¹�Š
�ž�¦�·�¤�µ�–��µ�¦�°�·�œ�š�¦�¸�¥�r�š�¸�É��µ�¤�µ�¦�™�¥�n�°�¥��¨�µ�¥�Å�—�o�š�µ�Š�•�¸�ª�£�µ�¡���Ž�¹�É�Š��µ�¦�°�·�œ�š�¦�¸�¥�r�š�¸�É�°�¥�¼�n�Ä�œ�œ�Ê�Î�µ�Á��¸�¥�‹�µ�„�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�ž�¨�µ
�„�¦�³�ž�l�°�Š��n�ª�œ�Ä�®�•�n�‹�³�Á�ž�}�œ�ª�´�˜�™�»�—�·�•�š�¸�É�Ä�•�o�Ä�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜���°�¸�„�š�´�Ê�Š�‡�n�µ�ž�¦�·�¤�µ�–�…�°�Š�Å�…�¤�´�œ�Â�¨�³�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�¥�´�Š�°�¥�¼�n�Ä�œ
�ž�¦�·�¤�µ�–�š�¸�É��¼�Š�„�ª�n�µ�„�¦�³�•�ª�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�°�º�É�œ�Ç���°�¸�„�—�o�ª�¥���Ž�¹�É�Š�œ�Ê�Î�µ�š�·�Ê�Š�‹�µ�„�„�¦�³�•�ª�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�š�´�Ê�Š�®�¤�—�‹�³�Å�®�¨�¦�ª�¤
�„�´�œ�¨�Š��¼�n�•�n�°�•�Î�µ�•�´�—�œ�Ê�Î�µ�Á��¸�¥�•�n�°�Â�¦�„�„�È�‡�º�°�•�n�°�—�´�„�Å�…�¤�´�œ���š�Î�µ�Ä�®�o�¤�¸�„�µ�¦�„�Î�µ�‹�´�—�Å�…�¤�´�œ�°�°�„�Å�ž�Å�—�o�•�o�µ�Š���Â�˜�n�™�o�µ�®�µ�„
�Á�„�·�—�„�µ�¦��³��¤�…�°�Š�Å�…�¤�´�œ�Á�ž�}�œ�Á�ª�¨�µ�œ�µ�œ�‹�³�š�Î�µ�Ä�®�o�Å�…�¤�´�œ�Â�¨�³�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�š�¸�É�¤�¸�ž�¦�·�¤�µ�–�¤�µ�„��n�Š�Ÿ�¨�„�¦�³�š�•
�Ã�—�¥�˜�¦�Š�š�µ�Š�„�µ�¥�£�µ�¡ �Á�•�n�œ �„�µ�¦�•�—�•�´�Š�Â��Š �…�ª�µ�Š�„�´�Ê�œ�„�µ�¦�Á�˜�·�¤�°�µ�„�µ�«���°�¸�„�š�´�Ê�Š�„�µ�¦�š�¸�É�¤�¸�‡�n�µ��Total Kjeldahl 
Nitrogen (TKN) �®�¦�º�°�ž�¦�·�¤�µ�–��µ�¦�°�·�œ�š�¦�¸�¥�r�Å�œ�Ã�˜�¦�Á�‹�œ�š�¸�É��¼�Š�°�µ�‹�š�Î�µ�Ä�®�o�œ�Ê�Î�µ�Á��¸�¥�…�µ�—�°�°�„�Ž�·�Á�‹�œ�Â�¨�³�¥�µ�„�Â�„�n
�„�µ�¦�•�Î�µ�•�´�—���Á�ž�}�œ��·�É�Š�š�¸�É�œ�n�µ��œ�Ä�‹�Ä�œ�„�µ�¦�œ�Î�µ�Å�…�¤�´�œ�„�¨�´�•�¤�µ�Â�ž�¦�¦�¼�ž�®�¦�º�°�Ä�•�o�ž�¦�³�Ã�¥�•�œ�r�˜�n�°�Å�—�o
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กระบวนการผลิต                       วัสดุเศษเหลือ
�ž�¨�µ�Â�•�n�Â�…�È�Š (Frozen fish)

�„�µ�¦�š�Î�µ�Ä�®�o�ž�¨�µ�°�n�°�œ�˜�´�ª (Thawing) �Á�¨�º�°�—�����Å�…�¤�´�œ�����Á�¤�º�°�„�����œ�Ê�Î�µ

�„�µ�¦�Á�˜�¦�¸�¥�¤�ª�´�˜�™�»�—�·�• (Butchuring) �Á�‡�¦�º�É�°�Š�Ä�œ�����Á�¨�º�°�—�����Á�¤�º�°�„�����Å�…�¤�´�œ�����œ�Ê�Î�µ

�„�µ�¦�œ�¹�É�Š�ž�¨�µ (Pre-cooking) �œ�Ê�Î�µ�œ�¹�É�Š�ž�¨�µ

�„�µ�¦�š�Î�µ�Ä�®�o�Á�¥�È�œ (Cooling) �œ�Ê�Î�µ�����œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ

�„�µ�¦�š�Î�µ�‡�ª�µ�¤��³�°�µ�— (Cleaning) �®�´�ª�ž�¨�µ�����„�¦�³�—�¼�„�����®�œ�´�Š�����Á�œ�º�Ê�°�—�Î�µ

�„�µ�¦�•�¦�¦�‹�» (Packing) �Á�«�¬�Á�œ�º�Ê�°

�„�µ�¦�Á�˜�·�¤��µ�¦�•�¦�¦�‹�» (Filling) �œ�Ê�Î�µ�����œ�Ê�Î�µ�Á�„�¨�º�°�����œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ

�„�µ�¦�ž�d�—� �µ��(Sealing) �°�µ�‹�¤�¸�Á�«�¬�Á�œ�º�Ê�°�®�¦�º�°��µ�¦�š�¸�É�Ä�•�o�•�¦�¦�‹�»

�„�µ�¦�¨�o�µ�Š�„�¦�³�ž�l�°�Š (Washing Cans) �œ�Ê�Î�µ�����œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ

�„�µ�¦�‰�n�µ�Á�•�º�Ê�° (Retorting) �œ�Ê�Î�µ

�Ÿ�¨�·�˜�£�´�–�”�r (Finished Product)
Figure 1. Flow chart of tuna canning process and waste from process.
Source: �¡�¼�œ��»�…���ž�¦�³�Á��¦�·�“��¦�¦�¡�r��������������
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Table��������Characteristics of wastewater in tuna canning plant.

Tuna Pre-cooking water                wastewater
Parameters include exclude

BOD (mg/l)

TKN (mg/l)

TSS (mg/l)

F&G (mg/l)

7,313

890

2,233

5,523

5,196

564

971

5,318

�š�¸�É�¤�µ:���„�¦�¤�Ã�¦�Š�Š�µ�œ�°�»�˜��µ�®�„�¦�¦�¤(�¡���«�� 2537)

Table 2. Characteristics of wastewater at different steps of canned tuna processing.

Processes
Parameters

Thawing Butchuring Pre-cooking Packing
pH

BOD (mg/l)
COD (mg/l)
F&G (mg/l)
TKN (mg/l)

5.6-7.4
200-1,800
400-3,200
100-5,100

20-250

5.1-6.6
1,000-5,300
2,400-7,200
1,000-9,400

90-600

5.1-6.3
23,000-52,000
41,000-74,000
4,000-56,000
4,800-8,200

5.8-6.3
1,753
2,573
6,504
290

�š�¸�É�¤�µ:���„�¦�¤�Ã�¦�Š�Š�µ�œ�°�»�˜��µ�®�„�¦�¦�¤ (�¡���«�� 2537)
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3. กรดไขมัน (Fatty acid)

�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�Á�ž�}�œ�„�¦�—�°�·�œ�š�¦�¸�¥�r�ž�¦�³�Á�£�š�®�œ�¹�É�Š��n�ª�œ�Ä�®�•�n�¤�¸�‹�Î�µ�œ�ª�œ�‡�µ�¦�r�•�°�œ��4-24 �°�³�˜�°�¤��
�ž�¨�µ�¥�…�o�µ�Š�®�œ�¹�É�Š�¤�¸�®�¤�¼�n�‡�µ�¦�r�•�°�„�Ž�·�¨�Â�¨�³�ž�¨�µ�¥�°�¸�„�…�o�µ�Š�¤�¸�¨�´�„�¬�–�³�Á�ž�}�œ�Ã�Ž�n�¥�µ�ª�…�°�Š�œ�°�œ�Ã�¡�¨�µ�¦�r�Å�±�Ã�—�¦��
�‡�µ�¦�r�•�°�œ���Ž�¹�É�Š�Å�±�Ã�—�¦�‡�µ�¦�r�•�°�œ�š�Î�µ�Ä�®�o�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�Å�¤�n�¨�³�¨�µ�¥�œ�Ê�Î�µ���Ä�œ�›�¦�¦�¤�•�µ�˜�·�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�¤�¸�‹�Î�µ�œ�ª�œ�‡�µ�¦�r�•�°�œ
�°�³�˜�°�¤�Á�ž�}�œ�Á�¨�…�‡�¼�n�Â�¨�³�Á�ž�}�œ�Ã�Ž�n�¥�µ�ª�°�·�É�¤�˜�´�ª�����Å�¤�n�¤�¸�¡�´�œ�›�³�‡�¼�n�����®�¦�º�°�Å�¤�n�°�·�É�¤�˜�´�ª�����¤�¸�¡�´�œ�›�³�‡�¼�n�����®�¦�º�°�¤�¸��µ�¤�¡�´�œ�›�³��
��triple bond�����°�¥�¼�n��1 �˜�Î�µ�Â�®�œ�n�Š�®�¦�º�°�¤�µ�„�„�ª�n�µ���„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�Â�˜�n�¨�³�•�œ�·�—�¤�¸�‡�ª�µ�¤�¥�µ�ª�…�°�Š�Ã�Ž�n���‹�Î�µ�œ�ª�œ�Â�¨�³
�˜�Î�µ�Â�®�œ�n�Š�…�°�Š�¡�´�œ�›�³�Å�¤�n�°�·�É�¤�˜�´�ª�Â�˜�„�˜�n�µ�Š�„�´�œ���„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�š�¸�É�¡�•�Ä�œ�Á�Ž�¨�¨�r�¡�º�•�®�¦�º�°��´�˜�ª�r�‹�³�Å�¤�n�¡�•�Ä�œ�¦�¼�ž�°�·��¦�³��
�Â�˜�n�‹�³�°�¥�¼�n�¦�ª�¤�„�´�•�¨�·�ž�d�—�—�o�ª�¥�¡�´�œ�›�³�Ã�‡�ª�µ�Á�¨�œ�˜�r���Ž�¹�É�Š�™�¼�„�¥�n�°�¥��¨�µ�¥�Å�—�o�Ã�—�¥�„�µ�¦�Ä�•�o�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�®�¦�º�°��µ�¦�Á�‡�¤�¸

�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�š�¸�É�¡�•�Ä�œ�¡�º�•�Â�¨�³��´�˜�ª�r�•�´�Ê�œ��¼�Š�‹�³�¤�¸�‹�Î�µ�œ�ª�œ�‡�µ�¦�r�•�°�œ�°�³�˜�°�¤�Á�ž�}�œ�Á�¨�…�‡�¼�n�°�¥�¼�n
�¦�³�®�ª�n�µ�Š��14-22 �°�³�˜�°�¤���Ã�—�¥�Á�Œ�¡�µ�³��C16 �Â�¨�³��C18 �¡�•�¤�µ�„�š�¸�É��»�—���Â�¨�³�™�o�µ�®�µ�„�¤�¸�¡�´�œ�›�³�‡�¼�n�¤�µ�„�„�ª�n�µ��1 �‡�¼�n �„�È�‹�³
�Á�ž�}�œ�Â�•�•�œ�°�œ�‡�°�œ�‹�¼�Á�„�˜����-CH=CH-CH2-CH=CH-�����Ã�—�¥�¤�¸�‡�°�œ�¢�d�„�¼�Á�¦�•�´�É�œ�Â�•�•�Ž�¸����„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�š�¸�É�¤�¸��µ�¥
�Ã�Ž�n�¥�µ�ª�Ç����C16-C18�����¨�³�¨�µ�¥�œ�Ê�Î�µ�Å�¤�n�Å�—�o���Â�˜�n�™�o�µ�Ä�œ�¦�¼�ž�Á�„�¨�º�°��µ�¤�µ�¦�™��¦�o�µ�Š�Å�¤�Á�Ž�¨�¨�r�Ä�œ�œ�Ê�Î�µ�Å�—�o���Â�¨�³�Å�¤�Á�Ž�¨�¨�r
��µ�¤�µ�¦�™�‡�Š�¦�¼�ž�°�¥�¼�n�Å�—�o�—�o�ª�¥�°�´�œ�˜�¦�„�·�¦�·�¥�µ�Â�•�•�Å�±�Ã�—�¦�Ã�¢�•�·�„�����°�µ�£�´���¦�µ���•�¤�·�—�š�r����2537��

4. เอซิลกลีเซอรอล

�Á�°�Ž�·�¨�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨���®�¦�º�°���Å�…�¤�´�œ�Á�ž�}�œ�„�¨�µ�Š�Á�ž�}�œ�Á�°��Á�š�°�¦�r�¦�³�®�ª�n�µ�Š�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�„�´�•�„�¨�¸����������������
�Á�Ž�°�¦�°�¨���Ž�¹�É�Š�Á�ž�}�œ�Â�°�¨�„�°�±�°�¨�r�Â�¨�³�Á�ž�}�œ��n�ª�œ�ž�¦�³�„�°�•��Î�µ�‡�´�•�…�°�Š�Á�œ�º�Ê�°�Á�¥�º�É�°���¡�•�Å�—�o�š�´�É�ª�Å�ž�Ä�œ�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�¡�º�•�Â�¨�³
�Å�…�¤�´�œ��´�˜�ª�r���Á�°�Ž�·�¨�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨�Â�•�n�Š�°�°�„�Á�ž�}�œ�Å�˜�¦�Á�°�Ž�·�¨�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨����triacylglycerol�����Å�—�Á�°�Ž�·�¨�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨��
��diacylglycerol�����Â�¨�³�Ã�¤�Ã�œ�Á�°�Ž�·�¨�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨����monoacylglycerol��

4.1 ไตรเอซิลกลีเซอรอลหรือไตรกลีเซอไรด
�Å�˜�¦�Á�°�Ž�·�¨�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨�®�¦�º�°�Å�˜�¦�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r�Á�ž�}�œ�Á�°�Ž�·�¨�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨�š�¸�É�¡�•�¤�µ�„�š�¸�É��»�—���Ž�¹�É�Š

�ž�¦�³�„�°�•�—�o�ª�¥�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�š�¸�É�¤�¸�¡�´�œ�›�³�Á�°��Á�š�°�¦�r�„�´�•�®�¤�¼�n�Å�±�—�¦�°�„�Ž�·�¨�š�´�Ê�Š��µ�¤�®�¤�¼�n�…�°�Š�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨���™�o�µ�Á�ž�}�œ�„�¦�—
�Å�…�¤�´�œ�•�œ�·�—�Á�—�¸�¥�ª�„�´�œ�Á�¦�¸�¥�„�Å�˜�¦�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨�›�¦�¦�¤�—�µ��(simple triacylglycerol) �Á�•�n�œ���Å�˜�¦�ž�µ�¨�r�¤�¤�·�Ã�˜�°�·�¨�„�¨�¸
�Á�Ž�°�¦�°�¨����triplamitoyl glycerol�����Â�˜�n�Ã�—�¥�š�´�É�ª�Å�ž�‹�³�ž�¦�³�„�°�•�—�o�ª�¥�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�˜�´�Ê�Š�Â�˜�n��°�Š�•�œ�·�—�…�¹�Ê�œ�Å�ž���Á�¦�¸�¥�„��
�ª�n�µ���Å�˜�¦�Á�°�Ž�·�¨�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨�Ÿ��¤����mixed triacylglycerol �����Á�•�n�œ����-�ž�µ�¨�r�¤�¤�·�Ã�˜�°�·�¨�Å�—��Á�˜�¸�¥�Ã�¦�°�·�¨�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨��
����-��plamitoyl distearoyl glycerol�� (�°�µ�£�´���¦�µ���•�¤�·�—�š�r����2537)
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4.2 โมโนและไดเอซิลกลีเซอรอล
�Ã�¤�Ã�œ�Â�¨�³�Å�—�Á�°�Ž�·�¨�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨�®�¦�º�°�Ã�¤�Ã�œ�Â�¨�³�Å�—�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r�Á�ž�}�œ�Á�°��Á�š�°�¦�r�…�°�Š�„�¨�¸������������������

�Á�Ž�°�¦�°�¨�Â�¨�³�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�Á�¡�¸�¥�Š�®�œ�¹�É�Š�®�¦�º�°��°�Š�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨���˜�µ�¤�¨�Î�µ�—�´�•���Â�¨�³�¤�¸�®�¤�¼�n�Å�±�—�¦�°�„�Ž�·�¨�°�·��¦�³�Á�®�¨�º�°�°�¥�¼�n���™�o�µ
�Á�ž�}�œ�Ã�¤�Ã�œ�Á�°�Ž�·�¨�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨�‹�³�¤�¸�®�¤�¼�n�Å�±�—�¦�°�„�Ž�·�¨�°�·��¦�³�Á�®�¨�º�°�°�¥�¼�n�������®�¤�¼�n���Á�°�Ž�·�¨�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨�š�´�Ê�Š��°�Š�Å�¤�n�‡�n�°�¥
�¡�•�¤�µ�„�Ä�œ�›�¦�¦�¤�•�µ�˜�·���Â�˜�n�‹�³�¡�•�Á�¤�º�É�°�Å�…�¤�´�œ�®�¦�º�°�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�Á�„�·�—�„�µ�¦�Å�±�Ã�—�¦�Å�¨�Ž�¸��š�¸�É�Å�¤�n��¤�•�¼�¦�–�r���Ã�—�¥�‹�³�¤�¸
�ž�¦�³�Ã�¥�•�œ�r�Ä�œ�„�µ�¦�œ�Î�µ�Å�ž�Ä�•�o��´�Š�Á�‡�¦�µ�³�®�r�®�¦�º�°�—�´�—�Â�ž�¨�Š�Ã�‡�¦�Š��¦�o�µ�Š�Å�˜�¦�Á�°�Ž�·�¨�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨�š�¸�É�¤�¸�‡�ª�µ�¤��Î�µ�‡�´�•
�š�µ�Š�Á�«�¦�¬�“�„�·�‹���®�¦�º�°�œ�Î�µ�Ã�¤�Ã�œ�Á�°�Ž�·�¨�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨�Ä�•�o�Á�ž�}�œ��µ�¦�°�¸�¤�´�¨�Ž�·�¢�µ�¥�Á�°�°�¦�r�Ä�œ�Ÿ�¨�·�˜�£�´�–�”�r�°�µ�®�µ�¦���¥�µ���Â�¨�³
�Á�‡�¦�º�É�°�Š��Î�µ�°�µ�Š�•�œ�·�—�˜�n�µ�Š�Ç����Rosu et al., 1997��

5. การยอยสลายไขมันโดยจุลินทรีย

�„�µ�¦�¥�n�°�¥��¨�µ�¥�Å�…�¤�´�œ�Ã�—�¥�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�Á�„�·�—�‹�µ�„�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��…�¹�Ê�œ�°�¥�¼�n�„�´�•
�•�œ�·�—�…�°�Š�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�š�¸�É�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r���Â�¨�³��£�µ�ª�³�Ä�œ�„�µ�¦�Á�„�·�—�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ���Ã�—�¥��n�ª�œ�Ä�®�•�n�„�µ�¦�¥�n�°�¥��¨�µ�¥�Å�…�¤�´�œ
�Ã�—�¥�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�š�¸�É�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��œ�´�Ê�œ���‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�‹�³�¤�¸�„�µ�¦��¦�o�µ�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Â�¨�³�®�¨�´�É�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�°�°�„�¤�µ
�£�µ�¥�œ�°�„�Á�Ž�¨�¨�r�Á�¡�º�É�°�Ä�®�o�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�š�Î�µ�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�„�´�•�Å�…�¤�´�œ�š�¸�É�°�¥�¼�n�£�µ�¥�œ�°�„�Á�Ž�¨�¨�r���Ž�¹�É�Š�„�µ�¦�¥�n�°�¥��¨�µ�¥�Å�…�¤�´�œ�®�¦�º�°
�Å�˜�¦�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r�Ã�—�¥�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��°�µ�‹�Á�„�·�—�…�¹�Ê�œ�°�¥�n�µ�Š��¤�•�¼�¦�–�r�®�¦�º�°�Å�¤�n��¤�•�¼�¦�–�r�„�È�Å�—�o���™�o�µ�„�µ�¦�¥�n�°�¥��¨�µ�¥�š�¸�É
�Å�¤�n��¤�•�¼�¦�–�r�‹�³�Å�—�o�Ÿ�¨�·�˜�£�´�–�”�r�š�¸�É�Á�ž�}�œ�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�„�´�•�Ã�¤�Ã�œ�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r�®�¦�º�°�Å�—�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r�„�È�Á�ž�}�œ�Å�—�o���Á�¤�º�É�°�Å�˜�¦
�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r�™�¼�„�¥�n�°�¥��¨�µ�¥�°�¥�n�µ�Š��¤�•�¼�¦�–�r�‹�³�Å�—�o�Ÿ�¨�·�˜�£�´�–�”�r��»�—�š�o�µ�¥���‡�º�°���„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨�„�´�•�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ���Ä�œ��n�ª�œ
�…�°�Š�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�š�¸�É�Å�—�o�‹�³�Á�…�o�µ��¼�n�„�¦�³�•�ª�œ�„�µ�¦�¥�n�°�¥��¨�µ�¥�£�µ�¥�Ä�œ�Á�Ž�¨�¨�r�Ã�—�¥�Ÿ�n�µ�œ�ª�·�™�¸�Á�•�˜�o�µ-�°�°�„�Ž�·�Á�—�•�´�É�œ����beta-
oxidation�����‹�œ�„�¦�³�š�´�É�Š�Å�—�o�Á�ž�}�œ�°�³�Ž�·�š�·�¨�Ã�‡�Á�°����Acetyl-CoA�����—�´�Š�Â��—�Š�Ä�œ��Figure 2���Â�¨�³�Á�…�o�µ��¼�n�ª�´�’�‹�´�„�¦�Á�‡
�¦�•��r����Kreb’s cycle�����˜�n�°�Å�ž����n�ª�œ�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨�‹�³�¥�n�°�¥��¨�µ�¥�‹�œ�„�¦�³�š�´�É�Š�Á�…�o�µ��¼�n�ª�·�™�¸�Å�„�¨�Ã�‡�Å�¨�Ž�¸��Å�—�o�Á�ž�}�œ�¢�°�
�Ã�¢�°�¸�œ�°�¨�Å�¡�¦�¼�Á�ª�š����phosphoenol-pyruvate�����Â�¨�³�Á�…�o�µ��¼�n�ª�´�’�‹�´�„�¦�Á�‡�¦�•��r�˜�n�°�Å�ž����Rehm and��Reed, 1981��

�Á�¤�º�É�°�¡�·�‹�µ�¦�–�µ�„�¦�³�•�ª�œ�„�µ�¦�¥�n�°�¥��¨�µ�¥�Å�…�¤�´�œ�Â�¨�³�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�‹�³�Á�®�È�œ�Å�—�o�ª�n�µ���„�µ�¦�¥�n�°�¥��¨�µ�¥�‹�³
�Á�„�·�—�…�¹�Ê�œ�Å�—�o�°�¥�n�µ�Š��¤�•�¼�¦�–�r�„�È�˜�n�°�Á�¤�º�É�°�Ä�œ�„�¦�³�•�ª�œ�„�µ�¦��µ�¤�µ�¦�™�Á�„�·�—�„�·�‹�„�¦�¦�¤�Å�—�o�������Â�•�•���‡�º�°���„�·�‹�„�¦�¦�¤�„�µ�¦�¥�n�°�¥
��¨�µ�¥�Å�…�¤�´�œ�Ã�—�¥�„�µ�¦�š�Î�µ�Š�µ�œ�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��Â�¨�³�„�·�‹�„�¦�¦�¤�…�°�Š�ª�·�™�¸�Á�•�˜�o�µ-�°�°�„�Ž�·�Á�—�•�´�É�œ�Ž�¹�É�Š�Á�ž�}�œ�„�µ�¦�¥�n�°�¥
��¨�µ�¥�˜�µ�¤�›�¦�¦�¤�•�µ�˜�·���‹�µ�„�„�µ�¦�«�¹�„�¬�µ�…�°�Š��Chigusa �Â�¨�³�‡�–�³�����������������¡�•�ª�n�µ�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�•�µ�Š�•�œ�·�—�°�µ�‹�¤�¸
�‡�»�–��¤�•�´�˜�·�Ä�œ�„�µ�¦�Á�„�·�—�„�·�‹�„�¦�¦�¤�Å�—�o�—�¸�š�´�Ê�Š��°�Š�Â�•�•���‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�•�µ�Š�•�œ�·�—�„�È�¤�¸�Á�¡�¸�¥�Š�‡�»�–��¤�•�´�˜�·�°�¥�n�µ�Š�Ä�—�°�¥�n�µ�Š
�®�œ�¹�É�Š��¼�Š�Â�˜�n�°�¸�„�°�¥�n�µ�Š�®�œ�¹�É�Š�˜�É�Î�µ���Á�•�n�œ��Trichosporon capitatum, Candida viswanathii, Candida 
pseudolambica �‹�³�¤�¸�„�·�‹�„�¦�¦�¤�…�°�Š�ª�·�™�¸�Á�•�˜�o�µ-�°�°�„�Ž�·�Á�—�•�´�É�œ��¼�Š����n�ª�œ��Hensenula anomla �Â�¨�³��Candida 
hellenica �¤�¸�„�·�‹�„�¦�¦�¤�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž���¼�Š��
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6. เอนไซมไลเปส

�Å�¨�Á�ž�����EC 3.1.1.3: glycerol ester hydrolase�����Á�ž�}�œ�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�š�¸�É�š�Î�µ�®�œ�o�µ�š�¸�É�Ä�œ�„�µ�¦
�Å�±�Ã�—�¦�Å�¨�Ž�r�¡�´�œ�›�³�Á�°��Á�š�°�¦�r�…�°�Š�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�Å�˜�¦�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r�š�¸�É�¤�´�„�‹�³�Á�ž�}�œ�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�š�¸�É�¤�¸��µ�¥�Ã�Ž�n�‡�µ�¦�r�•�°�œ�…�°�Š
�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�š�¸�É�¥�µ�ª���Ž�¹�É�Š�Å�¤�n�¨�³�¨�µ�¥�œ�Ê�Î�µ�°�¥�¼�n�Ä�œ�¨�´�„�¬�–�³�°�·�¤�´�¨�•�´�É�œ��(Robert, 1997) �Ã�—�¥�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��‹�µ�„�‹�»�¨�·
�œ�š�¦�¸�¥�r���Á�•�n�œ���Å�¨�Á�ž��‹�µ�„��Bacillus subtilis (Jaeger et al., 1994) �‹�³�Å�±�Ã�—�¦�Å�¨�Ž�r�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�Å�˜�¦�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r
�Å�—�o�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�°�·��¦�³���Ã�¤�Ã�œ�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r���Å�—�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r�Â�¨�³�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨���Ã�—�¥�Å�¨�Á�ž��‹�³�š�Î�µ�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ
�—�´�Š�„�¨�n�µ�ª�Å�—�o�Á�¤�º�É�°�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�…�°�Š�Å�˜�¦�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r�°�¥�¼�n�Ä�œ��£�µ�¡��oil-water interface (Forgarty, 1983; Macrae, 
1983) �Â�¨�³�‹�µ�„�„�µ�¦�‡�o�œ�¡�•�Ã�‡�¦�Š��¦�o�µ�Š��µ�¤�¤�·�˜�·�…�°�Š�Å�¨�Á�ž����¡�•�ª�n�µ�•�¦�·�Á�ª�–�Á�¦�n�Š�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ����active site�����…�°�Š
�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�¤�¸��µ�¥�Ã�¡�¨�·�Á�ž�ž�Å�š�—�r�š�¸�É�š�Î�µ�®�œ�o�µ�š�¸�É�Á�ž�}�œ� �µ�ž�d�—����lid�����˜�¦�Š�•�¦�·�Á�ª�–�Á�¦�n�Š�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�š�Î�µ�Ä�®�o�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¤�n
��µ�¤�µ�¦�™�‹�´�•�„�´�•��´�•��Á�˜�¦�š�Å�—�o�Á�œ�º�É�°�Š�‹�µ�„��µ�¥�Ã�¡�¨�·�Á�ž�ž�Å�š�—�r�‹�³�ž�¦�³�„�°�•�—�o�ª�¥�„�¦�—�°�³�¤�·�Ã�œ�š�¸�É�Å�¤�n�•�°�•�œ�Ê�Î�µ��
��hydro- phobic amino acid�����Á�ž�}�œ��n�ª�œ�Ä�®�•�n�Â�¨�³�…�—�˜�´�ª�Á�ž�}�œ�Á�„�¨�¸�¥�ª�ª�œ�…�ª�µ��(-helical acid) �Â�˜�n� �µ�ž�d�—�œ�¸�Ê
�‹�³�Á�ž�d�—�°�°�„�Á�¤�º�É�°��´�¤�Ÿ�´��„�´�•�•�¦�·�Á�ª�–�š�¸�É�Á�ž�}�œ�Ÿ�·�ª��´�¤�Ÿ�´��¦�³�®�ª�n�µ�Š��n�ª�œ�š�¸�É�•�°�•�œ�Ê�Î�µ�„�´�•��n�ª�œ�š�¸�É�Å�¤�n�•�°�•�œ�Ê�Î�µ���Ã�—�¥
�•�¦�·�Á�ª�–�Á�¦�n�Š�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�‹�³�¤�¸�„�¦�—�°�³�¤�·�Ã�œ�Ž�¸�¦�¸�œ����serine�����š�Î�µ�®�œ�o�µ�š�¸�É�Á�¦�n�Š�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ���œ�°�„�‹�µ�„�œ�¸�Ê�¥�´�Š�¤�¸
�„�¦�—�°�³�¤�·�Ã�œ�±�¸��š�·�—�¸�œ����histidine�����Â�¨�³�„�¦�—�Â�°��¡�µ�˜�·�„����aspartic acid�����š�¸�É�Á�ž�}�œ�˜�´�ª�•�n�ª�¥�„�µ�¦�š�Î�µ�Š�µ�œ�…�°�Š
�„�¦�—�°�³�¤�·�Ã�œ�Ž�¸�¦�¸�œ�š�¸�É�•�¦�·�Á�ª�–�Á�¦�n�Š�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r����Balcao et al., 1996��
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Figure 2. The pathway of lipid degrading by��β-oxidation.
Source: Sheeler and Bianchi, 1987
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7. แหลงของเอนไซมไลเปส

�Â�®�¨�n�Š�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��¡�•�Å�—�o�š�´�Ê�Š�Ä�œ��´�˜�ª�r�� �¡�º�•�� �Â�¨�³�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�®�¨�µ�¥�•�œ�·�—�� �Å�—�o�Â�„�n�� �¦�µ��
�¥�¸��˜�r���Â�¨�³�Â�•�‡�š�¸�Á�¦�¸�¥��(Jaeger et al., 1994)���Â�¨�³�Å�¨�Á�ž��•�µ�Š�•�œ�·�—�Å�—�o�¤�¸�„�µ�¦�š�Î�µ�Ä�®�o�•�¦�·��»�š�›�·�Í���Â�¨�³�œ�Î�µ�Å�ž�Ä�•�o�Ä�œ
�°�»�˜��µ�®�„�¦�¦�¤�˜�n�µ�Š�Ç�� �Â�˜�n�Ä�œ�š�µ�Š�ž�’�·�•�´�˜�·�Å�¨�Á�ž��š�¸�É�Ÿ�¨�·�˜�—�o�ª�¥�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�Å�—�o�¦�´�•�‡�ª�µ�¤��œ�Ä�‹�Á�¡�·�É�¤�¤�µ�„�…�¹�Ê�œ�Ä�œ�—�o�µ�œ
�„�µ�¦�œ�Î�µ�Å�ž�ž�¦�³�¥�»�„�˜�r�Ä�•�o�Ä�œ�š�µ�Š�°�»�˜��µ�®�„�¦�¦�¤�� ��Onishi et al., 1994; Wong, 1995���� �Ã�—�¥�˜�´�ª�°�¥�n�µ�Š����������
�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��‹�µ�„�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�š�¸�É�œ�Î�µ�¤�µ�Ä�•�o�¤�µ�„�š�µ�Š�„�µ�¦�‡�o�µ�� �Å�—�o�Â�„�n�� �Å�¨�Á�ž��‹�µ�„�¦�µ�� �Á�•�n�œ�� �Å�¨�Á�ž��š�¸�É�Ÿ�¨�·�˜�Ã�—�¥��
Aspergillus sp. �Â�¨�³ Penicillium sp. �Å�¨�Á�ž��‹�µ�„�¥�¸��˜�r�� �Á�•�n�œ�� �Å�¨�Á�ž��‹�µ�„��Candida cylindracea
(Hatzinikolaou et al., 1999; Chen, 1996 �°�o�µ�Š�Ã�—�¥��Gulati et al., 1999)

7.1 ไลเปสจากสัตว
�Å�¨�Á�ž��š�¸�É�Å�—�o�‹�µ�„��´�˜�ª�r�¡�•�Å�—�o�š�´�Ê�Š�Ä�œ�Á�œ�º�Ê�°�Á�¥�º�É�°��´�˜�ª�r�Â�¨�³�°�ª�´�¥�ª�³�˜�n�µ�Š�Ç���Á�•�n�œ���˜�´�•�°�n�°�œ��

�„�¦�³�Á�¡�µ�³�°�µ�®�µ�¦���¨�Î�µ�Å��o���®�´�ª�Ä�‹���Å�˜���„�¨�o�µ�¤�Á�œ�º�Ê�°���Â�¨�³��¤�°�Š���œ�°�„�‹�µ�„�œ�¸�Ê�¥�´�Š�¡�•�Å�¨�Á�ž��Å�—�o�Ä�œ�œ�¤��´�˜�ª�r����Wong, 
1995���� �Å�¨�Á�ž��‹�µ�„�˜�´�•�°�n�°�œ�¤�¸�� ���� �¦�¼�ž�Â�•�•�� �‡�º�°�� �Å�¨�Á�ž�-�Á�°�� �Â�¨�³�Å�¨�Á�ž�-�•�¸�� �Ã�—�¥�¦�³�•�•�Å�¨�Á�ž��Ä�œ�˜�´�•�°�n�°�œ
�œ�°�„�‹�µ�„�‹�³�¤�¸�Å�¨�Á�ž��Â�¨�o�ª�¥�´�Š�¤�¸�Ã�ž�¦�˜�¸�œ�°�¸�„�•�œ�·�—�®�œ�¹�É�Š�Ž�¹�É�Š�Á�ž�}�œ�Ã�ž�¦�˜�¸�œ�š�¸�É�¤�¸�¤�ª�¨�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�� ������������ �—�µ�¨�˜�´�œ�� �¤�¸
�®�œ�o�µ�š�¸�É�•�n�ª�¥�Å�¨�Á�ž��Ä�œ�„�µ�¦�¥�n�°�¥�Å�˜�¦�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r����Shahani, 1975��

7.2 ไลเปสจากพืช
�Å�¨�Á�ž��š�¸�É�Å�—�o�‹�µ�„�¡�º�•�¡�•�Å�—�o�š�´�Ê�Š�Ä�œ�Á�œ�º�Ê�°�Á�¥�º�É�°�¡�º�•�� �Ÿ�´�„�� �Ÿ�¨�Å�¤�o�� �Â�¨�³�Ä�œ�Á�¤�¨�È�—�¡�º�•�� �Ã�—�¥�Å�¨�Á�ž�

�‹�µ�„�¡�º�•�š�¸�É�¡�•��n�ª�œ�Ä�®�•�n�‹�³�¡�•�Ä�œ�Á�¤�¨�È�—�¡�º�•�•�œ�·�—�˜�n�µ�Š�Ç�� �Á�•�n�œ�� �…�o�µ�ª�Ã�°�p�˜�� ��Kaur et al., 1993���� �¦�Î�µ�…�o�µ�ª�� �Á�¤�¨�È�—
�ž�µ�¨�r�¤���Á�¤�¨�È�—�¥�µ�Š�¡�µ�¦�µ���™�´�É�ª�Á�®�¨�º�°�Š��(Wong, 1995) �…�o�µ�ª��µ�¨�¸���Â�¨�³�Á�¤�¨�È�—�¨�³�®�»�n�Š���Á�ž�}�œ�˜�o�œ���Ã�—�¥�Å�¨�Á�ž��š�¸�É�Å�—�o�‹�µ�„
�Á�¤�¨�È�—�¨�³�®�»�n�Š�Å�—�o�¤�¸�„�µ�¦�«�¹�„�¬�µ�„�´�œ�°�¥�n�µ�Š�„�ª�o�µ�Š�…�ª�µ�Š����Shahani, 1975��

7.3 ไลเปสจากจุลินทรีย
�Å�¨�Á�ž��‹�µ�„�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�¤�¸�…�o�°�—�¸�„�ª�n�µ�Å�¨�Á�ž��š�¸�É�Ÿ�¨�·�˜�Å�—�o�‹�µ�„�¡�º�•���Â�¨�³��´�˜�ª�r���Á�œ�º�É�°�Š�‹�µ�„�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r

�Á�‹�¦�·�•�Á�˜�·�•�Ã�˜�Å�—�o�¦�ª�—�Á�¦�È�ª�Â�¨�³�Á�¨�¸�Ê�¥�Š�Š�n�µ�¥�„�ª�n�µ�¡�º�•�Â�¨�³��´�˜�ª�r���„�µ�¦�Á�¡�µ�³�Á�¨�¸�Ê�¥�Š�Å�¤�n�…�¹�Ê�œ�„�´�•��£�µ�¡�…�°�Š�£�¼�¤�·�°�µ�„�µ�«��
�ž�¦�³�®�¥�´�—�¡�º�Ê�œ�š�¸�É�Ä�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜���Å�¤�n��·�Ê�œ�Á�ž�¨�º�°�Š�Â�¦�Š�Š�µ�œ�Ä�œ�„�µ�¦�Á�¡�µ�³�Á�¨�¸�Ê�¥�Š���Â�¨�³�„�µ�¦�Á�„�È�•�Á�„�¸�É�¥�ª�°�¸�„�š�´�Ê�Š�‡�ª�µ�¤�Á�…�o�¤�…�o�œ
�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�š�¸�É�Å�—�o�„�È��¼�Š�„�ª�n�µ���Â�¨�³�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��š�¸�É�Å�—�o�‹�µ�„�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�˜�n�µ�Š�•�œ�·�—�„�´�œ�„�È�‹�³�¤�¸�‡�»�–��¤�•�´�˜�·�š�¸�É
�Â�˜�„�˜�n�µ�Š�„�´�œ�—�o�ª�¥���š�´�Ê�Š�œ�¸�Ê�‡�ª�µ�¤�Â�˜�„�˜�n�µ�Š�„�´�œ�…�°�Š�‡�»�–��¤�•�´�˜�·�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��Á�œ�º�É�°�Š�‹�µ�„�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�¤�¸�‡�ª�µ�¤
�®�¨�µ�„�®�¨�µ�¥�°�¥�n�µ�Š�¤�µ�„�Å�¤�n�ª�n�µ�‹�³�Á�ž�}�œ�•�œ�·�—���°�¥�n�µ�Š�Á�•�n�œ���¦�µ���¥�¸��˜�r���Â�¨�³�Â�•�‡�š�¸�Á�¦�¸�¥���°�¸�„�š�´�Ê�Š�¥�´�Š�®�¨�µ�„�®�¨�µ�¥�˜�µ�¤
�Â�®�¨�n�Š�˜�n�µ�Š�Ç���°�»�–�®�£�¼�¤�·���°�µ�„�µ�«���Á�ž�}�œ�˜�o�œ���‹�¹�Š�š�Î�µ�Ä�®�o�‡�»�–��¤�•�´�˜�·�Â�˜�„�˜�n�µ�Š�„�´�œ�����Á�•�n�œ��Alcaligenes sp. No. 679 
(Kokusho et al., 1982), Bacillus A30-1 (Wong et al., 1995), Rhizopus oryzae (Hiol et al., 2000) 
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�Â�¨�³��Cryptococcus sp. S-2 (Kamini et al., 2000) �‹�³�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��š�¸�É�š�Î�µ�Š�µ�œ�Å�—�o�—�¸�Ä�œ��£�µ�ª�³�Á�ž�}�œ
�—�n�µ�Š��Chromobacterium sp. (Frost and Moss, 1987), Acinetobacter calcoaceticus LP009 
(Dharmsthiti and Kuhasuntisuk, 1998), Mucor hiemalis f.hiemalis  (Hiol et al., 1999) �‹�³�Ÿ�¨�·�˜
�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��š�¸�É�š�Î�µ�Š�µ�œ�Ä�œ��£�µ�ª�³�Á�ž�}�œ�„�¨�µ�Š��Rizopus chinesis (Yasuda et al., 1999), Pseudomonas 
aeruginosa LST-03 (Ogino et al., 2000) �Â�¨�³��Aspergillus nidulans (Mayordomo et al., 2000) �‹�³
�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��š�¸�É�š�Î�µ�Š�µ�œ�Ä�œ��£�µ�ª�³�š�¸�É�Á�ž�}�œ�„�¦�—���Â�¨�³��Humicola lanuginose �Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��š�¸�É
�š�œ�‡�ª�µ�¤�¦�o�°�œ����Liu et al., 1973�����œ�°�„�‹�µ�„�œ�¸�Ê�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�•�µ�Š�•�œ�·�—��µ�¤�µ�¦�™�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��š�¸�É�¤�¸
�‡�»�–��¤�•�´�˜�·�š�¸�É�Â�˜�„�˜�n�µ�Š�„�´�œ�—�o�ª�¥���Á�•�n�œ��Bacillus thermocatenulatus �‹�³�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��Å�—�o�������•�œ�·�—��
�Å�—�o�Â�„�n���Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž���BTL-1 �‹�³�¤�¸�¡�¸�Á�°�•�š�¸�É�Á�®�¤�µ�³��¤�Ä�œ�„�µ�¦�š�Î�µ�Š�µ�œ�š�¸�É��������-���������Â�¨�³�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž���
BTL-2 �‹�³�¤�¸�¡�¸�Á�°�•�š�¸�É�Á�®�¤�µ�³��¤�Ä�œ�„�µ�¦�š�Î�µ�Š�µ�œ�š�¸�É��������-����������Schmidt-Dannert et al., 1996�����Â�¨�³�‹�µ�„�„�µ�¦�š�¸�É�‹�»
�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r��µ�¤�µ�¦�™�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��Å�—�o�˜�n�µ�Š�•�œ�·�—�„�´�œ�‹�¹�Š�š�Î�µ�Ä�®�o��µ�¤�µ�¦�™�Á�¨�º�°�„�Å�¨�Á�ž��¤�µ�Ä�•�o�ž�¦�³�Ã�¥�•�œ�r�Ä�®�o
�Á�®�¤�µ�³��¤�„�´�•�°�»�˜��µ�®�„�¦�¦�¤�˜�n�µ�Š�Ç�����„�·�˜�˜�·�Á�—�•������������������Î�µ�®�¦�´�•�…�œ�µ�—�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��š�¸�É�Å�—�o�‹�µ�„
�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�š�¸�É�¤�¸�…�œ�µ�—�˜�n�µ�Š�Ç���„�´�œ���Á�•�n�œ���Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��‹�µ�„��B. thermocatenulatus �‹�³�¤�¸�…�œ�µ�—�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨
�ž�¦�³�¤�µ�–��������kDa ��Schmidt-Dannert et al., 1994) �Å�¨�Á�ž��‹�µ�„�� A. nidulans  �¤�¸�…�œ�µ�—�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�ž�¦�³�¤�µ�–��
������kDa (Mayordomo et  al., 2000) �Â�¨�³�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��‹�µ�„��Bacillus sp. THL 027 �Ž�¹�É�Š�‹�³�¤�¸�…�œ�µ�—
�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�ž�¦�³�¤�µ�–��������kDa (Dharmsthiti and Luchai, 1999) �Á�ž�}�œ�˜�o�œ���Ä�œ�•�µ�Š�„�¦�–�¸�¡�•�ª�n�µ�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�
�‹�³�¤�¸�…�œ�µ�—�Ä�®�•�n���Á�œ�º�É�°�Š�‹�µ�„�„�µ�¦�¦�ª�¤�„�´�œ�…�°�Š�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�š�Î�µ�Ä�®�o�¤�¸�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�Ä�®�•�n����Lesuisse et al.,
1993�����Á�•�n�œ���Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��‹�µ�„��Bacillus sp. THL 027 �Á�¤�º�É�°�˜�¦�ª�‹��°�•�‡�ª�µ�¤�•�¦�·��»�š�›�·�Í�Â�¨�³�œ�Ê�Î�µ�®�œ�´�„
�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Ä�œ��£�µ�¡�›�¦�¦�¤�•�µ�˜�·���¡�•�ª�n�µ�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�‹�³�¤�¸�œ�Ê�Î�µ�®�œ�´�„�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�¤�µ�„�„�ª�n�µ����������kDa 
(Dharmsthiti and Luchai, 1999)���Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��‹�µ�„��B. thermocatenulatus���‹�³�¤�¸�œ�Ê�Î�µ�®�œ�´�„�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�…�°�Š
�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Ä�œ��£�µ�¡�›�¦�¦�¤�•�µ�˜�·���Á�¤�º�É�°�˜�¦�ª�‹��°�•�‡�ª�µ�¤�•�¦�·��»�š�›�·�Í���Â�¨�³�œ�Ê�Î�µ�®�œ�´�„�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Ã�—�¥�ª�·�›�¸�°�·
�Á�¨�È�„�Ã�˜�¦�Ã�¢�¦�·�Ž�¸��Â�•�•�Å�¤�n�Â�ž�¨�Š��£�µ�¡���¡�•�ª�n�µ�‹�³�¤�¸�œ�Ê�Î�µ�®�œ�´�„�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�¤�µ�„�„�ª�n�µ����������kDa ��Schmidt-Dannert 
et al., 1994)

8. ความจําเพาะของเอนไซมไลเปส

Malcata �Â�¨�³�‡�–�³�� �������������� �Â�•�n�Š�‡�ª�µ�¤�‹�Î�µ�Á�¡�µ�³�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��°�°�„�Á�ž�}�œ�� ���� �„�¨�»�n�¤
�Ä�®�•�n�� �Å�—�o�Â�„�n�� �Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��š�¸�É�¤�¸�‡�ª�µ�¤�‹�Î�µ�Á�¡�µ�³�˜�n�°�„�¨�»�n�¤�…�°�Š�¨�·�ž�d�—�� �Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�š�¸�É�¤�¸�‡�ª�µ�¤�‹�Î�µ�Á�¡�µ�³�˜�n�°�˜�Î�µ�Â�®�œ�n�Š
�•�œ�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r�� �Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�š�¸�É�¤�¸�‡�ª�µ�¤�‹�Î�µ�Á�¡�µ�³�˜�n�°�•�œ�·�—�…�°�Š�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�� �Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�š�¸�É�¤�¸�‡�ª�µ�¤�‹�Î�µ�Á�¡�µ�³�˜�n�°�Ã�‡�¦�Š��
��¦�o�µ�Š��Á�˜�°�¦�·�Ã�°�Å�°�Ã�Ž�Á�¤�°�¦�r�…�°�Š��´�•��Á�˜�¦�š���Â�¨�³�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�š�¸�É�¤�¸�‡�ª�µ�¤�‹�Î�µ�Á�¡�µ�³�˜�n�°�®�¨�µ�¥�Ç���°�¥�n�µ�Š�¦�ª�¤�„�´�œ
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Macrae (1983) �Â�•�n�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��‹�µ�„�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�š�¸�É�¤�¸�‡�ª�µ�¤�‹�Î�µ�Á�¡�µ�³�˜�n�°�˜�Î�µ�Â�®�œ�n�Š�•�œ
�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�…�°�Š�Å�˜�¦�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r�°�°�„�Á�ž�}�œ�������„�¨�»�n�¤���‡�º�°

กลุมที่ 1�� �Á�ž�}�œ�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��š�¸�É�Å�¤�n�¤�¸�‡�ª�µ�¤�‹�Î�µ�Á�¡�µ�³�˜�n�°�˜�Î�µ�Â�®�œ�n�Š�•�œ�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�Å�˜�¦�„�¨�¸�Á�Ž�°
�Å�¦�—�r�� �Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Ä�œ�„�¨�»�n�¤�œ�¸�Ê��µ�¤�µ�¦�™�Á�¦�n�Š�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�¥�n�°�¥��¨�µ�¥�Å�˜�¦�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r�Å�—�o�°�¥�n�µ�Š�¦�ª�—�Á�¦�È�ª�Â�¨�³��¤�•�¼�¦�–�r�� �—�´�Š��
�œ�´�Ê�œ�Ÿ�¨�·�˜�£�´�–�”�r��»�—�š�o�µ�¥�š�¸�É�Å�—�o�‹�³�Á�ž�}�œ�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�Â�¨�³�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨�Ä�œ�ž�¦�·�¤�µ�–�š�¸�É��¼�Š�� �Â�˜�n�°�µ�‹�‹�³�¡�•�Å�—�„�¨�¸�Á�Ž�°
�Å�¦�—�r�Â�¨�³�Ã�¤�Ã�œ�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r�Á�ž�}�œ��µ�¦�˜�´�ª�„�¨�µ�Š�Ä�œ�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�Å�—�o�� �˜�´�ª�°�¥�n�µ�Š�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�„�¨�»�n�¤�œ�¸�Ê�� �Å�—�o�Â�„�n�� �Á�°�œ-��
�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��‹�µ�„��C. cylindracea, Corynebacterium acnes, Staphylococcus aureus �Á�ž�}�œ�˜�o�œ

กลุมที่ 2���Á�ž�}�œ�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��š�¸�É�¤�¸�‡�ª�µ�¤�‹�Î�µ�Á�¡�µ�³�˜�n�°�˜�Î�µ�Â�®�œ�n�Š�������Â�¨�³�������•�œ�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�Å�˜�¦
�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r�� �Ž�¹�É�Š�Á�¤�º�É�°�Å�˜�¦�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r�™�¼�„�¥�n�°�¥��¨�µ�¥�‹�³�Å�—�o�Ÿ�¨�·�˜�£�´�–�”�r��»�—�š�o�µ�¥�Á�ž�}�œ�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�� ������ ��-����������-�Å�—
�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r���Â�¨�³�� ��-�Ã�¤�Ã�œ�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r�� �Â�˜�n�ª�n�µ�������� ��-����������-�Å�—�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r���Â�¨�³�� ��-�Ã�¤�Ã�œ�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r�� �‹�³�Å�¤�n
�‡�Š�˜�´�ª�™�o�µ�ž�¨�n�°�¥�Ä�®�o�Á�„�·�—�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�œ�µ�œ�Á�„�·�œ�Å�ž�‹�³�Á�„�·�—�„�µ�¦�¥�o�µ�¥�®�¤�¼�n�Á�°�Ž�·�¨�…�¹�Ê�œ�� �š�Î�µ�Ä�®�o�Å�—�o�Á�ž�}�œ�� ������-�Å�—�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r��
�Â�¨�³�� ��������-�Ã�¤�Ã�œ�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r�� �Â�¨�³�‹�³�™�¼�„�¥�n�°�¥��¨�µ�¥�°�¥�n�µ�Š��¤�•�¼�¦�–�r�Å�—�o�Á�ž�}�œ�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�Â�¨�³�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨�Ä�œ
�š�¸�É��»�—�� �ž�{�‹�‹�»�•�´�œ�¤�¸�„�µ�¦�œ�Î�µ�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��„�¨�»�n�¤�œ�¸�Ê�¤�µ�Ä�•�o�Ä�œ�„�µ�¦�Á�¡�·�É�¤�‡�ª�µ�¤�Á�…�o�¤�…�o�œ�…�°�Š��EPA �Â�¨�³��DHA �‹�µ�„
�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�ž�¨�µ�� �Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��š�¸�É�°�¥�¼�n�Ä�œ�„�¨�»�n�¤�œ�¸�Ê�� �Å�—�o�Â�„�n�� �Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��š�¸�É�Å�—�o�‹�µ�„�Á�•�º�Ê�°��A. niger, Mucor 
javanicus �Â�¨�³�¡�ª�„��Rhizopus �®�¨�µ�¥��µ�¥�¡�´�œ�›�»�r����Shimada et al., 1997��

กลุมที่ 3���Á�ž�}�œ�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��š�¸�É�¤�¸�‡�ª�µ�¤�‹�Î�µ�Á�¡�µ�³�˜�n�°�•�œ�·�—�…�°�Š�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�•�œ�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨
�…�°�Š�Å�˜�¦�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r���Ž�¹�É�Š��n�ª�œ�Ä�®�•�n�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��‹�µ�„�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�Å�¤�n�¤�¸�‡�»�–��¤�•�´�˜�·�Ä�œ�…�o�°�œ�¸�Ê�¥�„�Á�ª�o�œ�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r
�‹�µ�„�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�•�µ�Š�¡�ª�„���Á�•�n�œ���Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��‹�µ�„�Á�•�º�Ê�°��Geotrichum candidum �Ž�¹�É�Š�¤�¸�‡�ª�µ�¤�‹�Î�µ�Á�¡�µ�³�˜�n�°�„�¦�—
�Å�…�¤�´�œ�Å�¤�n�°�·�É�¤�˜�´�ª��µ�¥�¥�µ�ª�š�¸�É�¤�¸�¡�´�œ�›�³�‡�¼�n�Á�ž�}�œ�‡�°�œ�¢�d�„�¼�Á�¦�•�´�É�œ�Â�•�•�Ž�¸��°�¥�¼�n�¦�³�®�ª�n�µ�Š�‡�µ�¦�r�•�°�œ�°�³�˜�°�¤�š�¸�É�������Â�¨�³������
�Ž�¹�É�Š�ž�{�‹�‹�»�•�´�œ�Å�—�o�¤�¸�Š�µ�œ�ª�·�‹�´�¥�¤�µ�„�¤�µ�¥�š�¸�É�š�Î�µ�„�µ�¦�«�¹�„�¬�µ�Á�„�¸�É�¥�ª�„�´�•�„�µ�¦�Ä�•�o�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��Ä�œ�„�µ�¦�Á�¡�·�É�¤�‡�»�–�‡�n�µ�š�µ�Š
�Ã�£�•�œ�µ�„�µ�¦�Â�¨�³��»�…�£�µ�¡�Ã�—�¥�Ä�®�o�‡�ª�µ�¤��œ�Ä�œ�Á�„�¸�É�¥�ª�„�´�•�„�µ�¦�Á�¡�·�É�¤�‡�ª�µ�¤�Á�…�o�¤�…�o�œ�…�°�Š�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�Å�¤�n�°�·�É�¤�˜�´�ª�Ä�œ
�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�ž�¨�µ�Ã�—�¥�Á�Œ�¡�µ�³��DHA �Â�¨�³��EPA �Ž�¹�É�Š�¤�¸�ž�¦�³�Ã�¥�•�œ�r�˜�n�°�„�µ�¦�¡�´�•�œ�µ�…�°�Š��¤�°�Š�Â�¨�³�—�ª�Š�˜�µ�œ�´�Ê�œ�‹�³�™�¼�„
�œ�Î�µ�Å�ž�¡�´�•�œ�µ�Ä�œ�„�µ�¦�Á�ž�}�œ�°�µ�®�µ�¦�Á��¦�·�¤�Ä�œ�Á�—�È�„�Â�¨�³�Ÿ�¼�o�Ä�®�•�n���„�¦�³�•�ª�œ�„�µ�¦�Á�¡�·�É�¤�‡�ª�µ�¤�Á�…�o�¤�…�o�œ�…�°�Š�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ
�‹�³�˜�o�°�Š�¤�¸�„�µ�¦�Ä�•�o�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��š�¸�É�¤�¸�‡�ª�µ�¤�‹�Î�µ�Á�¡�µ�³�„�´�•��´�•��Á�˜�¦�š�Á�¡�º�É�°�š�Î�µ�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�Ä�®�o�Å�—�o�Ÿ�¨�Ÿ�¨�·�˜�ž�¦�·�¤�µ�–
�¤�µ�„���¥�„�˜�´�ª�°�¥�n�µ�Š�Š�µ�œ�ª�·�‹�´�¥�š�¸�É�Á�„�¸�É�¥�ª�…�o�°�Š���—�´�Š�œ�¸�Ê

Jonzo (2000) �Å�—�o�š�Î�µ�„�µ�¦�«�¹�„�¬�µ�„�µ�¦�Ä�•�o�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��������•�œ�·�—���‡�º�°�Å�¨�Á�ž�-�Á�°���Â�¨�³�Å�¨
�Á�ž�-�•�¸���š�¸�É�™�¼�„�š�Î�µ�Ä�®�o�•�¦�·��»�š�›�·�Í���Â�¨�³�¦�¼�o�‡�»�–��¤�•�´�˜�·�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r���Ã�—�¥�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�œ�¸�Ê�‹�³�™�¼�„�Ÿ�¨�·�˜�‹�µ�„�Á�•�º�Ê�°��Candida 
rugosa �Ã�—�¥�œ�Î�µ�¤�µ�˜�¦�¹�Š�•�œ�—�¼�Ã�°�Å�š�—�r-�Á�°�����������Â�¨�³�Ä�•�o�Ä�œ�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�š�¦�µ�œ��r�Á�°��Á�š�°�¦�·�¢�d�Á�‡�•�´�É�œ�…�°�Š�‡�°-������������������
�Á�¨��Á�š�°�¦�°�¨�„�´�•�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�…�°�Š�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�ž�¨�µ�Ž�µ�—�¸�œ���¡�•�ª�n�µ�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�-�Á�°���Â�¨�³�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�-�•�¸���š�Î�µ
�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�Á�°��Á�š�°�¦�·�¢�d�Á�‡�•�´�É�œ�…�°�Š�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�°�·�É�¤�˜�´�ª�Â�¨�³�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�Å�¤�n�°�·�É�¤�˜�´�ª�˜�Î�µ�Â�®�œ�n�Š�Á�—�¸�¥�ª���Ã�—�¥�Á�¡�·�É�¤�‡�ª�µ�¤
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�Á�…�o�¤�…�o�œ�…�°�Š��DHA �š�¸�É�°�¥�¼�n�Ä�œ�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�°�·��¦�³���Ã�—�¥�Å�¨�Á�ž�-�•�¸���Ÿ�¨�·�˜�Å�—�o�����������Á�š�n�µ�š�¸�É���������•�´�É�ª�Ã�¤�Š���Â�¨�³�Å�¨�Á�ž�-�Á�°��
�Ÿ�¨�·�˜�Å�—�o�������Á�š�n�µ���š�¸�É�Á�ª�¨�µ���������•�´�É�ª�Ã�¤�Š�����Ž�¹�É�Š�‹�³�¤�¸�„�µ�¦�Á�„�·�—��EPA �Ä�œ�ž�¦�·�¤�µ�–�š�¸�É�œ�o�°�¥�¤�µ�„���„�µ�¦�Ä�•�o�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�Á�°��Á�š�°�¦�·
�¢�d�Á�‡�•�´�É�œ�Ä�œ�„�µ�¦�Á�¡�·�É�¤�‡�ª�µ�¤�Á�…�o�¤�…�o�œ�…�°�Š��DHA ��µ�¤�µ�¦�™�Á�¡�·�É�¤�‹�µ�„��7.4 �Á�ž�}�œ��32 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r���‹�µ�„�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�ž�¨�µ
�Ž�µ�—�¸�œ�š�¸�É�Á�„�È�•�Á�„�¸�É�¥�ª�¤�µ��95 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r

Liu �Â�¨�³�‡�–�³����2007�����Å�—�o�š�Î�µ�„�µ�¦��´�Š�Á�‡�¦�µ�³�®�r�Á�°�Ž�·�¨�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨�‹�µ�„�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨���Â�¨�³��n-3 
�…�°�Š�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�Å�¤�n�°�·�É�¤�˜�´�ª�®�¨�µ�¥�˜�Î�µ�Â�®�œ�n�Š����polyunsaturated fatty acid�����š�¸�É�Á�…�o�¤�…�o�œ�Ã�—�¥�Ä�•�o�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r���Ž�¹�É�Š�Å�—�o
�š�Î�µ�„�µ�¦��´�Š�Á�‡�¦�µ�³�®�r�Á�°�Ž�·�¨�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨�—�o�ª�¥��Novozyme 435 �Ä�œ��£�µ�ª�³�š�¸�É�Â�˜�„�˜�n�µ�Š�„�´�œ�˜�µ�¤�„�µ�¦�°�°�„�Â�•�•�„�µ�¦
�š�—�¨�°�Š���Â�¨�³�Å�—�o�Á�¨�º�°�„�ž�{�‹�‹�´�¥��5 �ž�{�‹�‹�´�¥�Ä�œ�„�µ�¦�®�µ��£�µ�ª�³�š�¸�É�Á�®�¤�µ�³��¤�…�°�Š�„�µ�¦��´�Š�Á�‡�¦�µ�³�®�r�—�o�ª�¥�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨
�Á�ž����¡�•�ª�n�µ�Ÿ�¨�•�n�Š�•�¸�Ê�¦�³�—�´�•�„�µ�¦�Á�„�·�—�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�Á�°��Á�š�°�¦�·�¢�d�Á�‡�•�´�É�œ�Á�ž�}�œ��90 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r���Ä�œ��£�µ�ª�³�š�¸�É�¤�¸�„�¨�¸�Á�Ž�°��
�¦�°�¨��2.5 �„�¦�´�¤���Á�±�„�Á�Ž�œ��5 �¤�·�¨�¨�·�¨�·�˜�¦���ž�¦�·�¤�µ�–�œ�Ê�Î�µ�Á�¦�·�É�¤�˜�o�œ�š�¸�É��0.06 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r���°�»�–�®�£�¼�¤�·��40 �°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥���
�Â�¨�³��molecular sieves 1 �„�¦�´�¤���Ÿ�¨�Ÿ�¨�·�˜�š�¸�É�Å�—�o�‹�³�Á�ž�}�œ�…�°�Š�Á�®�¨�ª��¸��o�¤�Ã�ž�¦�n�Š�Â��Š���Å�¤�n�¤�¸�„�¨�·�É�œ�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�ž�¨�µ���Â�¨�³
�¦�³�Á�®�¥�Á�¦�È�ª���Ã�—�¥�¤�¸��n�ª�œ�ž�¦�³�„�°�•�…�°�Š��DHA �Â�¨�³��EPA �Á�ž�}�œ��73.4 �Â�¨�³��13.5 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r���˜�µ�¤�¨�Î�µ�—�´�•���Â�¨�³�¤�¸
�Ã�¤�Ã�œ�Á�°�Ž�·�¨�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨�����Å�—�Á�°�Ž�·�¨�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨���Â�¨�³�Å�˜�¦�Á�°�Ž�·�¨�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨���Ž�¹�É�Š�¤�¸��12.1, 56.1, 31.3 
�Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r���˜�µ�¤�¨�Î�µ�—�´�•

Ratchapol �Â�¨�³�‡�–�³�����������������Å�—�o�š�Î�µ�„�µ�¦�«�¹�„�¬�µ�„�µ�¦�Á�¡�·�É�¤�‡�ª�µ�¤�Á�…�o�¤�…�o�œ�…�°�Š�Ã�¤�Ã�œ�Á�°�Ž�·�¨�„�¨�¸
�Á�Ž�°�¦�°�¨���Ä�œ�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�Å�¤�n�°�·�É�¤�˜�´�ª�®�¨�µ�¥�˜�Î�µ�Â�®�œ�n�Š����polyunsaturated fatty acid�����Ã�—�¥�Á�Œ�¡�µ�³��EPA �Â�¨�³��
DHA �Ã�—�¥�„�µ�¦�š�Î�µ�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�„�¨�¸�Á�Ž�°�Ã�¦�Å�¨�Ž�¸��œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�ž�¨�µ�„�´�•�Å�¨�Á�ž���AK �‹�µ�„�Á�•�º�Ê�°��Pseudomonas 
fluorescence �Ž�¹�É�Š�‹�³�™�¼�„�˜�¦�¹�Š�„�´�•�Â�°�‡�¼�Á�¦�¨���°�¸�¡�¸-100 �Â�¨�³�¡�•�ª�n�µ��tert-Butyl methyl ester (MTBE) �Á�ž�}�œ�˜�´�ª
�š�Î�µ�¨�³�¨�µ�¥�°�·�œ�š�¦�¸�¥�r�š�¸�É�Á�®�¤�µ�³��¤���Á�¤�º�É�°�š�Î�µ�„�µ�¦�š�—��°�•�‡�´�—�Á�¨�º�°�„�‹�µ�„�˜�´�ª�š�Î�µ�¨�³�¨�µ�¥�°�·�œ�š�¦�¸�¥�r�˜�´�ª�°�º�É�œ�Ç����£�µ�ª�³�š�¸�É
�Á�®�¤�µ�³��¤�Ä�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Ã�¤�Ã�œ�Á�°�Ž�·�¨�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨�Á�ž�}�œ�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�ž�¨�µ�š�¼�œ�n�µ��10 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r�Ã�—�¥�œ�Ê�Î�µ�®�œ�´�„�˜�n�°
�ž�¦�·�¤�µ�˜�¦�Ä�œ��MTBE �°�´�˜�¦�µ��n�ª�œ�Ã�¤�¨�…�°�Š�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨�˜�n�°�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�ž�¨�µ�š�¼�œ�n�µ�Á�ž�}�œ��3:1 �ž�¦�·�¤�µ�–�œ�Ê�Î�µ��4 
�Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r�Ã�—�¥�œ�Ê�Î�µ�®�œ�´�„�Ä�œ�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨���Â�¨�³�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r��30 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r�Ã�—�¥�œ�Ê�Î�µ�®�œ�´�„���Ž�¹�É�Š�‡�·�—�‹�µ�„�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�ž�¨�µ
�š�¼�œ�n�µ���°�»�–�®�£�¼�¤�·�‡�Š�š�¸�É��45 �°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥����¡�•�ª�n�µ�„�µ�¦�š�Î�µ�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�š�¸�É��24 �•�´�É�ª�Ã�¤�Š���Å�—�o�ž�¦�·�¤�µ�–�…�°�Š�Ã�¤�Ã�œ�Á�°�Ž�·�¨��
�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨�Á�ž�}�œ��24.6 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r���Â�˜�n�¤�¸��PUFA �°�¥�¼�n��56.0 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r�Ã�—�¥�œ�Ê�Î�µ�®�œ�´�„����EPA �Â�¨�³��DHA�����Â�¨�³
�Å�—�o�¤�¸�„�µ�¦�«�¹�„�¬�µ�‡�ª�µ�¤�‡�Š�˜�´�ª�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r���Ã�—�¥�š�¸�É�„�·�‹�„�¦�¦�¤�„�µ�¦�¥�n�°�¥��¨�µ�¥�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�‹�³�¥�´�Š�‡�Š�¤�¸�Á�®�¨�º�°��88 
�Â�¨�³��80 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r���…�°�Š�„�·�‹�„�¦�¦�¤�Á�¦�·�É�¤�˜�o�œ�®�¨�´�Š�‹�µ�„�•�n�¤�Ä�œ��MTBE �Á�ž�}�œ�Á�ª�¨�µ��24 �•�´�É�ª�Ã�¤�Š���š�¸�É��4 �Â�¨�³��45 
�°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥����˜�µ�¤�¨�Î�µ�—�´�•����n�ª�œ�‡�n�µ��Km �Â�¨�³��Vm �…�°�Š�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�„�¨�¸�Á�Ž�°�Ã�¦�Å�¨�Ž�¸��Ã�—�¥�Ä�•�o�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�„�´�•�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ
�ž�¨�µ�š�¼�œ�n�µ�Ä�œ��MTBE �Á�ž�}�œ��19.5 �¤�·�¨�¨�·�Ã�¤�¨�µ�¦�r���Â�¨�³��2.71 �¤�·�¨�¨�·�„�¦�´�¤�…�°�Š�Ã�¤�Ã�œ�Á�°�Ž�·�¨�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨�˜�n�°�œ�µ�š�¸��
�˜�µ�¤�¨�Î�µ�—�´�•
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9. การทํางานของเอนไซมไลเปส

�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��¨�³�¨�µ�¥�œ�Ê�Î�µ�Å�—�o�Â�˜�n��´�•��Á�˜�¦�š�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��Ž�¹�É�Š�Å�—�o�Â�„�n���Å�…�¤�´�œ�Â�¨�³
�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�¤�¸�‡�»�–��¤�•�´�˜�·�Å�¤�n�¨�³�¨�µ�¥�œ�Ê�Î�µ���„�µ�¦�Á�¦�n�Š�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��‹�¹�Š�Á�„�·�—�Å�—�o�Á�Œ�¡�µ�³�š�¸�É�•�¦�·�Á�ª�–
�Ÿ�·�ª��´�¤�Ÿ�´��¦�³�®�ª�n�µ�Š��n�ª�œ�…�°�Š�œ�Ê�Î�µ�„�´�•��´�•��Á�˜�¦�š�Á�š�n�µ�œ�´�Ê�œ���—�´�Š�œ�´�Ê�œ�Á�¡�º�É�°�Ä�®�o�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��Á�¦�n�Š�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�Å�—�o�°�¥�n�µ�Š
�¦�ª�—�Á�¦�È�ª���Â�¨�³�¤�¸�ž�¦�³��·�š�›�·�£�µ�¡�¤�µ�„�…�¹�Ê�œ�‹�¹�Š�˜�o�°�Š�š�Î�µ�Ä�®�o�¡�º�Ê�œ�š�¸�É�Ÿ�·�ª�¦�³�®�ª�n�µ�Š�œ�Ê�Î�µ�„�´�•��´�•��Á�˜�¦�š�Á�¡�·�É�¤�¤�µ�„�…�¹�Ê�œ��
(Macrae, 1983; Malcata et al., 1992; Balcao et al., 1996) ��Î�µ�®�¦�´�•�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��‹�µ�„�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r
�Ã�—�¥�š�´�É�ª�Å�ž�š�Î�µ�Š�µ�œ�Å�—�o�—�¸�š�¸�É�•�n�ª�Š�¡�¸�Á�°�•��������-���������¤�¸�‡�ª�µ�¤�‡�Š�˜�´�ª��¼�Š�Ä�œ�•�n�ª�Š�¡�¸�Á�°�•�š�¸�É�Á�ž�}�œ�„�¨�µ�Š���Â�¨�³��n�ª�œ�Ä�®�•�n
�š�Î�µ�Š�µ�œ�Å�—�o�—�¸�š�¸�É�•�n�ª�Š�°�»�–�®�£�¼�¤�·������-�������°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥����‡�ª�µ�¤�‡�Š�˜�´�ª�˜�n�°�°�»�–�®�£�¼�¤�·�…�¹�Ê�œ�°�¥�¼�n�„�´�•�Â�®�¨�n�Š�š�¸�É�Ÿ�¨�·�˜���¡�•�ª�n�µ
�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��‹�µ�„�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�¤�¸�‡�ª�µ�¤�‡�Š�˜�´�ª�˜�n�°�°�»�–�®�£�¼�¤�·��¼�Š�„�ª�n�µ�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��š�¸�É�Å�—�o�‹�µ�„��´�˜�ª�r�Â�¨�³�¡�º�•��
�Á�œ�º�É�°�Š�‹�µ�„�‡�ª�µ�¤�®�¨�µ�„�®�¨�µ�¥�…�°�Š�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r���Á�•�n�œ���Á�•�º�Ê�°��Pseudomonas ��µ�¥�¡�´�œ�›�»�r�š�¸�É�š�œ�˜�n�°�‡�ª�µ�¤�¦�o�°�œ�Å�—�o
��µ�¤�µ�¦�™�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��š�¸�É�°�»�–�®�£�¼�¤�·��¼�Š�Å�—�o�™�¹�Š�����������°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥���(Malcata et al., 1992) Yamane 
(1987) �Â�•�n�Š�‡�ª�µ�¤��µ�¤�µ�¦�™�Ä�œ�„�µ�¦�Á�¦�n�Š�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��Å�—�o�Á�ž�}�œ�������„�¨�»�n�¤���‡�º�°

������ �„�¨�»�n�¤�Á�¦�n�Š�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�„�µ�¦�¥�n�°�¥��¨�µ�¥�Á�°��Á�š�°�¦�r�� ��hydrolysis of esters���� �Á�ž�}�œ�„�µ�¦�¥�n�°�¥��¨�µ�¥�Á�°��Á�š�°�¦�r
�—�o�ª�¥�œ�Ê�Î�µ�Å�—�o�Ÿ�¨�·�˜�£�´�–�”�r�Á�ž�}�œ�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�„�´�•�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨�� �Â�°�¨�„�°�±�°�¨�r�� �®�¦�º�°�Å�„�¨�‡�°�¨�� �Á�•�n�œ���Á�¤�º�É�°�¥�n�°�¥��¨�µ�¥�Å�˜�¦
�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r�‹�³�Å�—�o�Ÿ�¨�·�˜�£�´�–�”�r�Á�ž�}�œ�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�„�´�•�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨

RCOOR' + H2O RCOOH + HOR'

2. �„�¨�»�n�¤�š�¸�É�Á�¦�n�Š�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ��´�Š�Á�‡�¦�µ�³�®�r�Á�°��Á�š�°�¦�r��(Synthesis of esters) �Á�ž�}�œ�„�µ�¦��´�Š�Á�‡�¦�µ�³�®�r�Á�°��Á�š�°�¦�r�‹�µ�„
�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�„�´�•�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨�� �Â�°�¨�„�°�±�°�¨�r�� �®�¦�º�°�Å�„�¨�‡�°�¨�� �Å�—�o�Ÿ�¨�·�˜�£�´�–�”�r�Á�ž�}�œ�Á�°��Á�š�°�¦�r�„�´�•�œ�Ê�Î�µ�Ž�¹�É�Š�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ
�„�µ�¦��´�Š�Á�‡�¦�µ�³�®�r�Á�°��Á�š�°�¦�r�Á�ž�}�œ�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�¥�o�°�œ�„�¨�´�•�…�°�Š�„�µ�¦�¥�n�°�¥��¨�µ�¥�Á�°��Á�š�°�¦�r����reverse of hydrolysis��

RCOOH + HOR' RCOOR' + H2O

3. �„�¨�»�n�¤�š�¸�É�Á�¦�n�Š�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�š�¦�µ�œ��r�Á�°��Á�š�°�¦�·�¢�d�Á�‡�•�´�É�œ��(transesterification) �Á�ž�}�œ�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�„�µ�¦�Á�„�·�—�Á�°��Á�š�°�¦�r
�Ä�®�¤�n���Ã�—�¥�Á�„�·�—�‹�µ�„�„�µ�¦�¥�o�µ�¥�®�¤�¼�n�Á�°�Ž�·�¨�®�¦�º�°�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�•�œ�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�…�°�Š��µ�¦�ž�¦�³�„�°�•�Á�°��Á�š�°�¦�r�Å�ž��¦�o�µ�Š
�¡�´�œ�›�³�Ä�®�¤�n�„�´�•�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�°�º�É�œ���¤�¸�������•�œ�·�—���‡�º�°

���������ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�°�³�Ž�·�Ã�—�Å�¨�Ž�¸�����acidolysis��

               R1COOR' + R2COOH                            R2COOR' + R1COOH

3.2 �ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�Â�°�¨�„�°�±�°�¨�r�Å�¨�Ž�¸�����alcoholysis��

                  RCOOR'1 + HOR'2                                           RCOOR' 2+ HOR'1
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3.3 �ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�°�³�¤�·�Ã�œ�Å�¨�Ž�¸�����aminolysis��
               RCOOR'1 + H2NR'2 RCONHR'2 + HOR'1

3.4 �ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�°�·�œ�Á�˜�°�¦�r�Á�°��Á�š�°�¦�·�¢�d�Á�‡�•�´�É�œ����interesterification��
                  R1COOR'1 + R2COOR'2  R1COOR'2 + R2COOR'1

10. ปจจัยที่มีผลตอการผลิตไลเปสโดยจุลินทรีย

�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r��n�ª�œ�Ä�®�•�n�‹�³�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��°�°�„�¤�µ�£�µ�¥�œ�°�„�Á�Ž�¨�¨�r���Á�•�n�œ��Bacillus sp. 
398 (Kim et al., 1994), Pseudomonas sp. KWI-56 (Iizumi et al., 1990) �Á�ž�}�œ�˜�o�œ���Â�˜�n�•�µ�Š�¡�ª�„�„�È�Ÿ�¨�·�˜
�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��£�µ�¥�Ä�œ�Á�Ž�¨�¨�r���Á�•�n�œ��Alcaligenes denitrificans (Odera et al., 1986) �•�µ�Š�¡�ª�„�„�È�Ÿ�¨�·�˜��cell-
bound lipase �Á�•�n�œ��Streptococcus thermophilus (Demoraes and Chandan, 1982)

�¡�·�‹�µ�¦�–�µ�•�n�ª�Š�„�µ�¦�Á�‹�¦�·�•�š�¸�É�Á�®�¤�µ�³��¤�Ä�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��‹�µ�„�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�¡�•�ª�n�µ����������
�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r��n�ª�œ�Ä�®�•�n�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��Å�—�o��¼�Š��»�—�Ä�œ�•�n�ª�Š�ž�¨�µ�¥�¦�³�¥�³��log phase �Á�œ�º�É�°�Š�‹�µ�„�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�¤�¸
�„�µ�¦�Á�‹�¦�·�•��¼�Š��»�—�‹�¹�Š��µ�¤�µ�¦�™�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��Á�¡�º�É�°�¤�µ�¥�n�°�¥�Â�®�¨�n�Š�‡�µ�¦�r�•�°�œ�„�È�‡�º�°�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�¤�µ�„�š�¸�É��»�—���Á�•�n�œ��
Bacillus sp. MC7 (Emanuilova et al., 1993), P. aeruginosa (Stuer et al., 1986) �Â�˜�n�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�•�µ�Š
�•�œ�·�—�‹�³�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��Å�—�o��¼�Š��»�—�Á�¤�º�É�°�°�¥�¼�n�Ä�œ�•�n�ª�Š�¦�³�¥�³�‡�Š�š�¸�É����stationary phase�����Á�•�n�œ��Bacillus sp. 
(Handelsman and Shoham, 1994), Alcaligenes��sp. No 679 (Kokusho et al., 1982) �Â�¨�³��Bacillus sp.
LBN4 (Bora and Kalita, 2007)

10.1แหลงคารบอน
�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�Â�˜�n�¨�³�•�œ�·�—�˜�o�°�Š�„�µ�¦�°�µ�®�µ�¦�š�¸�É�Á�®�¤�µ�³��¤�˜�n�°�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��š�¸�É

�Â�˜�„�˜�n�µ�Š�„�´�œ���Â�¨�³�‹�³�¤�¸�Â�®�¨�n�Š�‡�µ�¦�r�•�°�œ�š�¸�É�Á�®�¤�µ�³��¤�˜�n�°�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��š�¸�É�Â�˜�„�˜�n�µ�Š�„�´�œ��Bora �Â�¨�³
Kalita (2007) �«�¹�„�¬�µ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Â�¨�³��£�µ�ª�³�š�¸�É�Á�®�¤�µ�³��¤�Ä�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��…�°�Š��Bacillus sp. 
LBN4  �¡�•�ª�n�µ�Â�®�¨�n�Š�‡�µ�¦�r�•�°�œ�š�¸�É�Á�ž�}�œ�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�¤�³�„�°�„�Ä�®�o�„�·�‹�„�¦�¦�¤�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž���¼�Š�š�¸�É��»�—�ž�¦�³�¤�µ�–��
6.0 �¥�¼�œ�·�˜�˜�n�°�¤�·�¨�¨�·�¨�·�˜�¦���Ž�¹�É�Š�„�·�‹�„�¦�¦�¤�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��œ�´�Ê�œ�¤�µ�„�„�ª�n�µ�Â�®�¨�n�Š�‡�µ�¦�r�•�°�œ�š�¸�É�Á�ž�}�œ�œ�Ê�Î�µ�˜�µ�¨���Á�•�n�œ��
�„�¨�¼�Ã�‡����Ž�¼�Ã�‡�¦����¤�°�¨�Ã�˜����Á�ž�}�œ�˜�o�œ����n�ª�œ��Kader �Â�¨�³�‡�–�³����2007�����«�¹�„�¬�µ��£�µ�ª�³�š�¸�É�Á�®�¤�µ�³��¤�Ä�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜
�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž���Rhizopus MR12 �¡�•�ª�n�µ�Á�¤�º�É�°�Ä��n�¤�°�¨�Ã�˜��¦�n�ª�¤�„�´�•�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�¤�³�„�°�„��µ�¤�µ�¦�™�š�Î�µ�Ä�®�o�Ÿ�¨�·�˜
�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��Å�—�o�„�·�‹�„�¦�¦�¤��¼�Š�š�¸�É��»�—�ž�¦�³�¤�µ�–��0.61 �¥�¼�œ�·�˜�˜�n�°�¤�·�¨�¨�·�¨�·�˜�¦���Á�œ�º�É�°�Š�‹�µ�„�Á�•�º�Ê�°�¦�µ��„�»�¨�œ�¸�Ê�˜�o�°�Š�„�µ�¦
�‡�µ�¦�r�Ã�•�Å�±���Á�—�¦�˜�Ä�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��—�o�ª�¥����Kiran �Â�¨�³�‡�–�³��(2008) �š�Î�µ�„�µ�¦�«�¹�„�¬�µ��£�µ�ª�³�š�¸�É
�Á�®�¤�µ�³��¤�Ä�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��‹�µ�„��Pseudomonas sp. �š�¸�É�Â�¥�„�Å�—�o�‹�µ�„�š�³�Á�¨���¡�•�ª�n�µ��µ�¤�µ�¦�™�Ä�•�o�Å�˜�¦
�•�·�ª�Å�š�¦�·�œ�Á�ž�}�œ�Â�®�¨�n�Š�‡�µ�¦�r�•�°�œ�Â�¨�³�Ä�®�o�„�·�‹�„�¦�¦�¤�…�°�Š�Å�¨�Á�ž���¼�Š�„�ª�n�µ�„�µ�¦�Ä�•�o�‡�µ�¦�r�Ã�•�Å�±�Á�—�¦�˜�Á�ž�}�œ�Â�®�¨�n�Š
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�‡�µ�¦�r�•�°�œ����n�ª�œ�Á�•�º�Ê�°��Vibrio sp. TA43 �Ž�¹�É�Š�‡�´�—�Á�¨�º�°�„�Ã�—�¥���ª�·�£�¼�¤�·���Â�„�o�ª�š�°�Š����2539�����Ÿ�¨�·�˜�Å�¨�Á�ž��Å�—�o��¼�Š��»�—��7.26 
�¥�¼�œ�·�˜�˜�n�°�¤�·�¨�¨�·�¨�·�˜�¦�Ä�œ�Â�®�¨�n�Š�‡�µ�¦�r�•�°�œ�Â�¤�œ�œ�·�š�°�¨�š�¸�É�¦�³�—�´�•�‡�ª�µ�¤�Á�…�o�¤�…�o�œ��1.5-2.0 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r

10.2 แหลงไนโตรเจน
Kumar �Â�¨�³�‡�–�³��(2005) �¡�•�ª�n�µ�Á�ž�•�Ã�˜�œ�„�´�•�¥�¸��˜�r��„�´�—�Á�ž�}�œ�Â�®�¨�n�Š�Å�œ�Ã�˜�¦�Á�‹�œ�š�¸�É

�Á�®�¤�µ�³��¤�Ä�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��‹�µ�„ Bacillus coagulans BTS-3 �Ž�¹�É�Š�¤�¸�„�·�‹�„�¦�¦�¤��0.67 �¥�¼�œ�·�˜�˜�n�°
�¤�·�¨�¨�·�¨�·�˜�¦  Falony �Â�¨�³�‡�–�³��(2006) �«�¹�„�¬�µ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��‹�µ�„��A. niger���Ž�¹�É�Š�¡�•�ª�n�µ�Â�°�¤�Ã�¤�Á�œ�¸�¥�¤
�Ž�´�¨�Á�¢�˜�¦�n�ª�¤�„�´�•�¥�¼�Á�¦�¸�¥�Á�ž�}�œ�Â�®�¨�n�Š�Å�œ�Ã�˜�¦�Á�‹�œ�š�¸�É�—�¸�š�¸�É��»�—���Â�®�¨�n�Š�Å�œ�Ã�˜�¦�Á�‹�œ��Î�µ�®�¦�´�•�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�
�‹�µ�„��Bacillus sp. LBN4 �‡�º�°���¥�¸��˜�r��„�´�— 1 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r����w/v������Bora and Kalita, 2007) �Ž�¹�É�Š��µ�¤�µ�¦�™�Á�¡�·�É�¤
�„�·�‹�„�¦�¦�¤�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Á�ž�}�œ��3.4 �¥�¼�œ�·�˜�˜�n�°�¤�·�¨�¨�·�¨�·�˜�¦��Kader �Â�¨�³�‡�–�³��(2007) �«�¹�„�¬�µ�Â�®�¨�n�Š�Å�œ�Ã�˜�¦�Á�‹�œ���Ž�¹�É�Š��
�Á�ž�•�Ã�˜�œ�Á�ž�}�œ�Â�®�¨�n�Š�Å�œ�Ã�˜�¦�Á�‹�œ�š�¸�É�—�¸�š�¸�É��»�—�š�¸�É�Ä�®�o�„�·�‹�„�¦�¦�¤�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Á�š�n�µ�„�´�•��567 �¥�¼�œ�·�˜�˜�n�°�¨�·�˜�¦��Ruchi �Â�¨�³
�‡�–�³��(2008) �«�¹�„�¬�µ��£�µ�ª�³�š�¸�É�Á�®�¤�µ�³��¤�Ä�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��…�°�Š��P. aeruginosa �¡�•�ª�n�µ�„�µ�¦�Ä�•�o��
�š�¦�·�ž�Ã�˜�œ�¦�n�ª�¤�„�´�•�¥�¸��˜�r��„�´�—�Ä�®�o�„�µ�¦�Á�‹�¦�·�•�Â�¨�³�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r��¼�Š�š�¸�É��»�—����n�ª�œ Nahas (1988) �¡�•�ª�n�µ��
Rhizopus oligosporus �Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��Å�—�o�¤�µ�„�…�¹�Ê�œ�������Á�š�n�µ���Á�¤�º�É�°�Ä�•�o�„�µ�„�™�´�É�ª�Á�®�¨�º�°�Š��„�´�—�Â�š�œ�¥�¸��˜�r��„�´�—��
��n�ª�œ���„�·�˜�˜�·�Á�—�•����»�ª�¦�¦�–��œ�›�·�•�´�¥����2532�����¡�•�ª�n�µ����NH4) 2HPO4 �Á�ž�}�œ�Â�®�¨�n�Š�Å�œ�Ã�˜�¦�Á�‹�œ�š�¸�É�Á�®�¤�µ�³��¤�˜�n�°�„�µ�¦
�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž���P.  aeruginosa KM-2

10.3 แรธาตุ
Kumar �Â�¨�³�‡�–�³��(2005)���«�¹�„�¬�µ�•�œ�·�—�…�°�Š�Â�¦�n�›�µ�˜�»�˜�n�°�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��‹�µ�„     

B. coagulans BTS-3 �¡�•�ª�n�µ HgCl2 �¤�¸�•�š�•�µ�š�˜�n�°�„�·�‹�„�¦�¦�¤�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Á�¤�º�É�°�Á�š�¸�¥�•�„�´�•�•�»�—�‡�ª�•�‡�»�¤�Á�ž�}�œ��
458 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r��Kader �Â�¨�³�‡�–�³��(2007)���¡�•�ª�n�µ�Â�‡�¨�Á�Ž�¸�¥�¤�‡�¨�°�Å�¦�—�r��n�Š�Ÿ�¨�Ä�®�o�„�·�‹�„�¦�¦�¤�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�‹�µ�„��
Rhizopus MR 12 ��¼�Š�š�¸�É��»�—�ž�¦�³�¤�µ�–��20 �¥�¼�œ�·�˜�˜�n�°�¤�·�¨�¨�·�¨�·�˜�¦���Ž�¹�É�Š��°�—�‡�¨�o�°�Š�„�´�•��Bora �Â�¨�³ Kalita��(2007) 
��µ�¤�µ�¦�™�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��…�°�ŠBacillus sp. LBN 4���¤�¸�„�·�‹�„�¦�¦�¤�Á�š�¸�¥�•�„�´�•�•�»�—�‡�ª�•�‡�»�¤�Á�ž�}�œ��140 
�Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r��Kiran �Â�¨�³�‡�–�³��(2008) �¡�•�ª�n�µ��ZnCl2 ��µ�¤�µ�¦�™�Á�¡�·�É�¤�„�·�‹�„�¦�¦�¤�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��‹�µ�„�Á�•�º�Ê�°��
Pseudomonas sp. �Á�¤�º�É�°�Á�š�¸�¥�•�„�´�•�•�»�—�‡�ª�•�‡�»�¤�Á�ž�}�œ��134 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r ��n�ª�œ�„�µ�¦�š�¸�É�¤�¸��Ca2+, Fe2+, Mn2+ �Â�¨�³��
Sn2+ �¤�¸�Ÿ�¨�š�Î�µ�Ä�®�o�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž���Humicola lanuginose No.3 �Á�¡�·�É�¤�…�¹�Ê�œ���Ä�œ�…�–�³�š�¸�É��Fe2+, Zn2+, 
Cu2+, �Â�¨�³��Co2+ �Å�¤�n�Å�—�o��n�Š�Á��¦�·�¤�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�����Omar et al., 1987) ��n�ª�œ�¡�Š�«�r�›�µ�¦�·�œ���Ã�¨�®�r
�˜�¦�³�„�¼�¨����2538�����¡�•�ª�n�µ�„�µ�¦�Á�˜�·�¤�Â�‡�¨�Á�Ž�¸�¥�¤�‡�¨�°�Å�¦�—�r��0.01 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r�¨�Š�Ä�œ�°�µ�®�µ�¦��nutrient broth ��µ�¤�µ�¦�™
�„�¦�³�˜�»�o�œ�„�µ�¦��¦�o�µ�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��…�°�Š��Aeromonas sobria LP 004 �Ã�—�¥�„�·�‹�„�¦�¦�¤�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Á�¡�·�É�¤�‹�µ�„��
42.15 �¥�¼�œ�·�˜�˜�n�°�¤�·�¨�¨�·�¨�·�˜�¦���Å�ž�Á�ž�}�œ��109.47 �¥�¼�œ�·�˜�˜�n�°�¤�·�¨�¨�·�¨�·�˜�¦���®�¨�´�Š�‹�µ�„�„�µ�¦�Á�¨�¸�Ê�¥�Š�Á�•�º�Ê�°�Á�ž�}�œ�Á�ª�¨�µ��24 �•�´�É�ª�Ã�¤�Š
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10.4 อุณหภูม,ิ พีเอชและการใหอากาศ
�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�Â�˜�n�¨�³�•�œ�·�—�¤�¸�°�»�–�®�£�¼�¤�·�Â�¨�³�¡�¸�Á�°�•�š�¸�É�Á�®�¤�µ�³��¤�˜�n�°�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Å�¨�Á�ž��š�¸�É�Â�˜�„�˜�n�µ�Š�„�´�œ��

�Á�•�n�œ��Bacillus alcalophilus (Ghanem et al., 2000) �¤�¸�°�»�–�®�£�¼�¤�·�š�¸�É�Á�®�¤�µ�³��¤�Á�ž�}�œ��60 �°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥��Â�¨�³�¡�¸
�Á�°�•�š�¸�É��10.6 ��n�ª�œBacillus sp. RSJ1 (Sharma et al., 2002) ��µ�¤�µ�¦�™�Á�‹�¦�·�•�Å�—�o�—�¸�š�¸�É�°�»�–�®�£�¼�¤�·��50 �°�Š�«�µ
�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥� B.  coagulans BTS-3 �¤�¸�°�»�–�®�£�¼�¤�·�š�¸�É�Á�®�¤�µ�³��¤���‡�º�°��55 �°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥��Â�¨�³�¡�¸�Á�°�•�š�¸�É��8.5 (Kumar 
et al., 2005)��Antrodia cinnamomea (Shu et al., 2006) �¤�¸�°�»�–�®�£�¼�¤�·�Â�¨�³�¡�¸�Á�°�•�š�¸�É�Á�®�¤�µ�³��¤�š�¸�É��25 �°�Š�«�µ
�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥����Â�¨�³�¡�¸�Á�°�•�Á�š�n�µ�„�´�•��8 �‹�µ�„�„�µ�¦�«�¹�„�¬�µ�…�°�Š��Bora �Â�¨�³ Kalita��(2007) �¡�•�ª�n�µ�°�»�–�®�£�¼�¤�·�Â�¨�³�¡�¸�Á�°�•�š�¸�É
�Á�®�¤�µ�³��¤�˜�n�°�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��‹�µ�„Bacillus sp. LBN 4���‡�º�°��65 �°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥��Â�¨�³�¡�¸�Á�°�•��8.0 
��n�ª�œ Pseudomonas sp. (Kiran et al., 2008) �¤�¸�°�»�–�®�£�¼�¤�·�š�¸�É�Á�®�¤�µ�³��¤���‡�º�°��30 �°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥��Â�¨�³�¡�¸�Á�°�•
�‡�n�°�œ�…�o�µ�Š�Á�ž�}�œ�—�n�µ�Š�š�¸�É��8.0 �Ä�œ�•�µ�Š�‡�¦�´�Ê�Š�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Å�¨�Á�ž��¤�¸�Ÿ�¨�„�¦�³�š�•�Ã�—�¥�„�µ�¦�Ä�®�o�°�µ�„�µ�«���Á�•�n�œ���„�µ�¦�‹�Î�µ�„�´�—�„�µ�¦
�Ä�®�o�°�°�„�Ž�·�Á�‹�œ�Â�„�n��P.  aeruginosa EF 2 �š�Î�µ�Ä�®�o�„�·�‹�„�¦�¦�¤�…�°�Š�Å�¨�Á�ž��¨�—�¨�Š����Gilbert et al., 1991��

11. ปจจัยที่มีผลตอการทํางานและความคงตัวตอเอนไซมไลเปส

11.1อุณหภูมิ
�°�»�–�®�£�¼�¤�·�Á�ž�}�œ�ž�{�‹�‹�´�¥�®�¨�´�„�š�¸�É�¤�¸�Ÿ�¨�˜�n�°�„�·�‹�„�¦�¦�¤�Â�¨�³�‡�ª�µ�¤�‡�Š�˜�´�ª�˜�n�°�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r���Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨

�Á�ž��‹�µ�„�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�˜�n�µ�Š�•�œ�·�—�„�´�œ�‹�³�¤�¸�°�»�–�®�£�¼�¤�·�š�¸�É�Á�®�¤�µ�³��¤�˜�n�°�„�µ�¦�š�Î�µ�Š�µ�œ�š�¸�É�Â�˜�„�˜�n�µ�Š�„�´�œ���Â�˜�n�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�°�µ�‹�‹�³
�Å�¤�n�‡�Š�˜�´�ª�š�¸�É�¦�³�—�´�•�š�¸�É�°�»�–�®�£�¼�¤�·�š�¸�É�¤�¸�„�·�‹�„�¦�¦�¤��¼�Š��»�—���Á�•�n�œ B.  alcalophilus �Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��š�¸�É��µ�¤�µ�¦�™�š�œ
�˜�n�°�°�»�–�®�£�¼�¤�·��60 �Â�¨�³��70 �°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥����Ã�—�¥�¤�¸�„�·�‹�„�¦�¦�¤�Á�®�¨�º�°�°�¥�¼�n�¤�µ�„�„�ª�n�µ��70 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r�š�¸�É�Á�ª�¨�µ�¤�µ�„�„�ª�n�µ��
1 �•�´�É�ª�Ã�¤�Š(Ghanem et al., 2000)��Bacillus sp. LBN 4��(Bora and Kalita, 2007) ��µ�¤�µ�¦�™�‡�Š�„�·�‹�„�¦�¦�¤
�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�š�¸�É�°�»�–�®�£�¼�¤�·��80 �°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥��Á�¤�º�É�°�Ÿ�n�µ�œ�Å�ž��20 �œ�µ�š�¸���Ã�—�¥�¤�¸�„�·�‹�„�¦�¦�¤�Á�®�¨�º�°�°�¥�¼�n��80 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r
�Â�¨�³��Kumar �Â�¨�³�‡�–�³����2005) �¡�•�ª�n�µ�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž���µ�¤�µ�¦�™�‡�Š�„�·�‹�„�¦�¦�¤�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Á�®�¨�º�°�‡�¦�¹�É�Š�®�œ�¹�É�Š�š�¸�É��
55 �°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥����Á�ž�}�œ�Á�ª�¨�µ�®�¨�´�Š�‹�µ�„��2 �•�´�É�ª�Ã�¤�Š ��n�ª�œA.  cinnamomea (Shu et al., 2006) ��µ�¤�µ�¦�™�¤�¸
�„�·�‹�„�¦�¦�¤��¼�Š��»�—�š�¸�É�°�»�–�®�£�¼�¤�·��45 �°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥��Â�¨�³�‡�Š�˜�´�ª�¤�¸�„�·�‹�„�¦�¦�¤�Á�®�¨�º�°�°�¥�¼�n�š�¸�É��25-40 �°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥����°�¥�¼�n��
50 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r

11.2 พีเอช
�‡�n�µ�‡�ª�µ�¤�Á�ž�}�œ�„�¦�—-�—�n�µ�Š�š�¸�É�Â�˜�„�˜�n�µ�Š�„�´�œ�¤�¸�Ÿ�¨�˜�n�°�„�·�‹�„�¦�¦�¤�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Â�˜�„�˜�n�µ�Š�„�´�œ�š�´�Ê�Š�œ�¸�Ê

�Á�œ�º�É�°�Š�‹�µ�„�ž�¦�·�¤�µ�–�‡�ª�µ�¤�Á�…�o�¤�…�o�œ�Â�¨�³�ž�¦�³�‹�»�…�°�Š�°�³�¤�·�Ã�œ�•�µ�Š�•�œ�·�—�•�œ��µ�¥�Ã�ž�¦�˜�¸�œ�Â�˜�„�˜�n�µ�Š�„�´�œ����µ�¦�¨�³�¨�µ�¥
�•�´�¡�Á�¢�°�¦�r�š�¸�É�¤�¸�‡�n�µ�¡�¸�Á�°�•�Ä�„�¨�o�Á�‡�¸�¥�Š�„�´�•�‡�n�µ isoelectric point �…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�‹�³�¤�¸�Ÿ�¨�˜�n�°�„�·�‹�„�¦�¦�¤�°�¥�n�µ�Š�¤�µ�„�Ã�—�¥
�š�Î�µ�Ä�®�o�‡�ª�µ�¤�®�œ�µ�Â�œ�n�œ�…�°�Š�ž�¦�³�‹�»�•�¦�·�Á�ª�–�Á�¦�n�Š�¨�—�¨�Š�°�¥�n�µ�Š�¤�µ�„���¤�¸�Ÿ�¨�˜�n�°�„�·�‹�„�¦�¦�¤�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r���Ã�—�¥�Å�¨�Á�ž�
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�‹�µ�„�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�š�¸�É�š�œ�˜�n�°�°�»�–�®�£�¼�¤�·��¼�Š��n�ª�œ�Ä�®�•�n�¤�¸�„�·�‹�„�¦�¦�¤��¼�Š�š�¸�É��»�—�‡�n�°�œ�Å�ž�š�µ�Š�„�¦�—���Á�•�n�œ��Aeromonas 
sobria LP 004 �Â�¨�³��Pseudomonas cepacia �¤�¸�¡�¸�Á�°�•�š�¸�É�Á�®�¤�µ�³��¤�˜�n�°�„�µ�¦�š�Î�µ�Š�µ�œ�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�
�Á�š�n�µ�„�´�•��6.0 �š�¸�É��37 �°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥����Â�¨�³��5.5-6.5 �š�¸�É��50 �°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥����š�´�Ê�Š�œ�¸�Ê�‡�ª�µ�¤�Â�˜�„�˜�n�µ�Š�…�°�Š�‡�»�–��¤�•�´�˜�·
�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�…�¹�Ê�œ�°�¥�¼�n�„�´�•�‡�ª�µ�¤�®�¨�µ�„�®�¨�µ�¥�…�°�Š�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�Ä�œ�Â�®�¨�n�Š�˜�n�µ�Š�Ç���˜�µ�¤�¨�Î�µ�—�´�•�����¡�Š�«�r�›�µ�¦�·�œ���Ã�¨�®�r
�˜�¦�³�„�¼�¨����2538; Sugihara et al., 1992��

��n�ª�œ�‡�ª�µ�¤�‡�Š�˜�´�ª���¡�•�ª�n�µ�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž���n�ª�œ�Ä�®�•�n�¤�¸�‡�ª�µ�¤�‡�Š�˜�´�ª�Ä�œ�¡�¸�Á�°�•�•�n�ª�Š�„�ª�o�µ�Š �Á�•�n�œ��
�Å�¨�Á�ž��‹�µ�„��B. coagulans BTS-3 �¤�¸�‡�ª�µ�¤�‡�Š�˜�´�ª�Ä�œ�•�n�ª�Š�¡�¸�Á�°�•��8-10.5 �Á�¤�º�É�°�•�n�¤�Á�ž�}�œ�Á�ª�¨�µ��6 �•�´�É�ª�Ã�¤�Š����Kumar 
et al., 2005)����n�ª�œA. cinnamomea (Shu et al., 2006) �¤�¸�‡�ª�µ�¤�‡�Š�˜�´�ª�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�š�¸�É�¡�¸�Á�°�•�Ä�œ�•�n�ª�Š��7-10 
�Á�ž�}�œ�Á�ª�¨�µ��24 �•�´�É�ª�Ã�¤�Š���š�¸�É�°�»�–�®�£�¼�¤�·��25 �°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥����Â�¨�³�„�·�‹�„�¦�¦�¤�Á�®�¨�º�°��30 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r�Á�¤�º�É�°�¤�¸�¡�¸�Á�°�•��10-12 
�Ž�¹�É�Š�‹�´�—�Å�—�o�ª�n�µ�Á�ž�}�œ�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Ä�œ�„�¨�»�n�¤�°�´�¨�‡�µ�Å�¨�œ�r�Å�¨�Á�ž�Pseudomonas MSI057 (Kiran et al., 2008) �‡�Š
�„�·�‹�„�¦�¦�¤�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�¤�µ�„�„�ª�n�µ��89 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r���š�¸�É�¡�¸�Á�°�•��8-9 �°�»�–�®�£�¼�¤�·��37 �°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥�

11.3 ไอออนของโลหะ และ reagents ตางๆ
Wang �Â�¨�³�‡�–�³����1988�����Å�—�o��¦�»�ž��¤�¤�»�˜�·�“�µ�œ�‡�ª�µ�¤�Á�ž�}�œ�Å�ž�Å�—�o�…�°�Š�„�¨�Å�„�„�µ�¦�š�Î�µ�Š�µ�œ�…�°�Š

�Â�‡�¨�Á�Ž�¸�¥�¤�Å�°�°�°�œ�˜�n�°�„�µ�¦��n�Š�Á��¦�·�¤�„�µ�¦�š�Î�µ�Š�µ�œ�…�°�Š�Å�¨�Á�ž��Å�ª�o��3 �ž�¦�³�„�µ�¦���‡�º�°���Â�‡�¨�Á�Ž�¸�¥�¤�Å�°�°�°�œ�•�n�ª�¥
�Á�ž�¨�¸�É�¥�œ�¦�¼�ž�¦�n�µ�Š����conformation�����…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Ä�®�o�š�Î�µ�Š�µ�œ�Å�—�o�—�¸�¥�·�É�Š�…�¹�Ê�œ���•�n�ª�¥�Á�¡�·�É�¤�„�µ�¦�—�¼�—�Ž�¹�¤�…�°�Š�Å�¨�Á�ž��š�¸�É��oil-
water interface �Â�¨�³�•�n�ª�¥�…�‹�´�—�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�°�°�„�‹�µ�„��oil-water interface �š�Î�µ�Ä�®�o�Å�¨�Á�ž��š�Î�µ�Š�µ�œ�Å�—�o�—�¸�…�¹�Ê�œ

�Ã�—�¥�š�´�É�ª�Å�ž�Å�°�°�°�œ�…�°�Š�Ã�¨�®�³���Á�•�n�œ��Ca2+, Mg2+, Mn2+, Na2+, Li2+ , Hg2+ �•�n�ª�¥�Á�¡�·�É�¤�„�µ�¦
�š�Î�µ�Š�µ�œ�…�°�Š�Å�¨�Á�ž��Ã�—�¥�Å�°�°�°�œ�‹�³�Á�¡�·�É�¤�°�´�˜�¦�µ�„�µ�¦�Á�¦�n�Š�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�„�µ�¦�¥�n�°�¥��¨�µ�¥�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Ž�¹�É�Š�‹�³�Å�ž�‹�´�•�„�´�•
�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�°�·��¦�³�Â�¨�³�¥�o�µ�¥�Ÿ�¨�·�˜�£�´�–�”�r�š�¸�É�Á�„�·�—�…�¹�Ê�œ�°�°�„�‹�µ�„�•�¦�·�Á�ª�–�š�¸�É�¦�•�„�ª�œ�„�µ�¦�š�Î�µ�Š�µ�œ�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�
�š�Î�µ�Ä�®�o�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��š�Î�µ�Š�µ�œ�Å�—�o�—�¸�…�¹�Ê�œ�Â�¨�³�Á�œ�º�É�°�Š�‹�µ�„�¡�º�Ê�œ�Ÿ�·�ª�…�°�Š�Ã�ž�¦�˜�¸�œ�Á�˜�È�¤�Å�ž�—�o�ª�¥�ž�¦�³�‹�»�Â�¨�³�„�¦�—�°�³�¤�·
�Ã�œ�š�¸�É�Å�¤�n�•�°�•�œ�Ê�Î�µ�š�Î�µ�Ä�®�o�°�·�°�°�œ�…�°�Š�Ã�¨�®�³�®�µ�•�¦�·�Á�ª�–�š�¸�É�‹�´�•�„�´�•��´�•��Á�˜�¦�š�ž�¦�³�„�°�•�—�o�ª�¥���„�¦�—�Â�°��¡�µ�˜�·�„���„�¦
�—�„�¨�¼�˜�µ�¤�·�„�Å�—�o�Š�n�µ�¥�…�¹�Ê�œ���Â�¨�³�Å�¤�n�ª�n�µ�„�µ�¦�‹�´�•�„�´�œ�‹�³�Å�ž�¦�•�„�ª�œ�„�µ�¦�š�Î�µ�Š�µ�œ�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��®�¦�º�°�Å�¤�n�…�¹�Ê�œ�°�¥�¼�n
�„�´�•�‡�ª�µ�¤��´�¤�¡�´�œ�›�r�¦�³�®�ª�n�µ�Š�˜�Î�µ�Â�®�œ�n�Š�„�µ�¦�‹�´�•�„�´�•�…�°�Š�°�·�°�°�œ�„�´�•�•�¦�·�Á�ª�–�Á�¦�n�Š�…�°�Š�Å�¨�Á�ž������–�„�´�•�£�´�š�¦���‹�·�œ�—�µ����
2549�����Á�•�n�œ��Hg2+, Mg2+, Fe2+ �Â�¨�³ K+ ��µ�¤�µ�¦�™�„�¦�³�˜�»�o�œ�„�·�‹�„�¦�¦�¤�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��š�¸�É�™�¼�„�Ÿ�¨�·�˜�‹�µ�„��B.
coagulans BTS-3 �Ã�—�¥�¡�•�ª�n�µ��Hg2+ ��µ�¤�µ�¦�™�Á�¡�·�É�¤�„�·�‹�„�¦�¦�¤�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Á�¤�º�É�°�Á�š�¸�¥�•�„�´�•�•�»�—�‡�ª�•�‡�»�¤�Á�ž�}�œ��458 
�Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r��(Kumar et al., 2005) ��n�ª�œ��Zn2+ �Â�¨�³��Co2+ ��µ�¤�µ�¦�™�„�¦�³�˜�»�o�œ�„�·�‹�„�¦�¦�¤�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�
�‹�µ�„Pseudomonas MSI057 �Ã�—�¥�…�–�³�š�¸�É��Hg2+, Mn2+, Fe2+, Fe3+ �Â�¨�³��Cu2+ �¥�´�•�¥�´�Ê�Š�„�·�‹�„�¦�¦�¤�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r
�Å�¨�Á�ž���(Kiran et al., 2008)���°�¸�„�š�´�Ê�ŠCa2+, Na2+, K2+ �Â�¨�³��Co2+ �¤�¸�Ÿ�¨�„�¦�³�˜�»�o�œ�„�·�‹�„�¦�¦�¤�…�°�Š�Å�¨�Á�ž��‹�µ�„��
Bacillus sp. �Å�—�o�Á�¨�È�„�œ�o�°�¥�ž�¦�³�¤�µ�–��7 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r����n�ª�œ��Ba2+ �„�¦�³�˜�»�o�œ�„�·�‹�„�¦�¦�¤�…�°�Š�Å�¨�Á�ž��Å�—�o�™�¹�Š��32 
�Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r��(Handelsman and Shoham, 1994) �Â�¨�³�¤�¸�¦�µ�¥�Š�µ�œ�ª�n�µ��Ca2+ �¤�¸�Ÿ�¨�˜�n�°�„�·�‹�„�¦�¦�¤�…�°�Š�Å�¨�Á�ž��‹�µ�„��
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H. lanuginose No.3 �Á�¡�·�É�¤�…�¹�Ê�œ�Á�ž�}�œ��59.7 �¥�¼�œ�·�˜�˜�n�°�¤�·�¨�¨�·�¨�·�˜�¦���Á�ž�¦�¸�¥�•�Á�š�¸�¥�•�„�´�•�•�»�—�‡�ª�•�‡�»�¤��23.3 �¥�¼�œ�·�˜�˜�n�°
�¤�·�¨�¨�·�¨�·�˜�¦����Omar et al., 1987)����n�ª�œ�Ä�œ��A. sobria LP 004 �¡�•�ª�n�µ��Ca2+ �•�n�ª�¥�Á�¡�·�É�¤�‡�ª�µ�¤�Á��™�¸�¥�¦�…�°�Š
�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�š�¸�É�°�»�–�®�£�¼�¤�·��¼�Š�š�¸�É�Å�¤�n�Å�—�o�š�Î�µ�Ä�®�o�•�¦�·��»�š�›�·�Í�����¡�Š�«�r�›�µ�¦�·�œ���Ã�¨�®�r�˜�¦�³�„�¼�¨����2538��Dutta �Â�¨�³��Ray����2009����
�¡�•�ª�n�µ��Ca2+, Co2+ �Â�¨�³ Cu2+ �š�¸�É�‡�ª�µ�¤�Á�…�o�¤�…�o�œ��1 �¤�·�¨�¨�·�Ã�¤�¨�µ�¦�r���„�¦�³�˜�»�o�œ�„�µ�¦�š�Î�µ�Š�µ�œ�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��‹�µ�„��
Bacillus cereus C7 �¤�µ�„�…�¹�Ê�œ

�•�µ�Š�‡�¦�´�Ê�Š�¤�¸�¦�µ�¥�Š�µ�œ�ª�n�µ�Å�°�°�°�œ�…�°�Š�Ã�¨�®�³�Å�¤�n�¤�¸�Ÿ�¨�„�¦�³�˜�»�o�œ�„�·�‹�„�¦�¦�¤�…�°�Š�Å�¨�Á�ž����Á�•�n�œ��
Sugihara �Â�¨�³�‡�–�³����1991�����¡�•�ª�n�µ��Ca2+, Mg2+, Sr2+ �Â�¨�³��Ba2+ �‡�ª�µ�¤�Á�…�o�¤�…�o�œ�������¤�·�¨�¨�·�Ã�¤�¨�µ�¦�r���Å�¤�n�¤�¸�Ÿ�¨�˜�n�°
�„�·�‹�„�¦�¦�¤�…�°�Š�Å�¨�Á�ž��‹�µ�„��Bacillus sp. �Â�¨�³�¡�•�ª�n�µ��Ca2+ �‡�ª�µ�¤�Á�…�o�¤�…�o�œ�������¤�·�¨�¨�·�Ã�¤�¨�µ�¦�r�Å�¤�n�¤�¸�Ÿ�¨�˜�n�°�„�µ�¦
�š�Î�µ�Š�µ�œ�…�°�Š�Å�¨�Á�ž��‹�µ�„��Pseudomonas sp. KWI-56 (Iizumi et al., 1990) �Â�˜�n�Å�¨�Á�ž���n�ª�œ�Ä�®�•�n�™�¼�„�¥�´�•�¥�´�Ê�Š
�—�o�ª�¥�Å�°�°�°�œ�…�°�Š�Ã�¨�®�³�®�œ�´�„�¡�ª�„��Fe2+, Fe3+, Zn2+, Cu2+ �Â�¨�³��Hg2+ �Á�•�n�œ��H. lanuginose ��Omar et al., 
1987) Bacillus sp. (Sugihara et al., 1991) �Â�¨�³��Flavobacterium odoratum (Labuschagne et al., 
1997) Dutta �Â�¨�³��Ray����2009�����¡�•�ª�n�µ��Mn2+, Fe3+ �Â�¨�³ Sn2+ �š�¸�É�‡�ª�µ�¤�Á�…�o�¤�…�o�œ��1 �¤�·�¨�¨�·�Ã�¤�¨�µ�¦�r���¥�´�•�¥�´�Ê�Š�„�µ�¦
�š�Î�µ�Š�µ�œ�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��•�¦�·�Á�ª�–�Â�‡�˜�µ�Å�¨�˜�·�„�Å�Ž�š�r�…�°�Š��Bacillus cereus C7 ��n�ª�œ��Alkan���Â�¨�³�‡�–�³��
��2006�����¦�µ�¥�Š�µ�œ�ª�n�µ�Å�°�°�°�œ�…�°�Š�Ã�¨�®�³�‹�³�Å�ž�‹�´�•�°�¥�n�µ�Š�Â�œ�n�œ�•�¦�·�Á�ª�–�š�¸�É�‹�Î�µ�Á�¡�µ�³�•�œ�Ÿ�·�ª�…�°�Š�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�Â�¨�³�¤�¸�Ÿ�¨
�˜�n�°�„�µ�¦�¢�°�¦�r�¤�˜�´�ª�…�°�Š�Á�ž�ž�Å�š�—�r�°�¸�„�—�o�ª�¥

�Ä�œ�•�µ�Š�‡�¦�´�Ê�Š�¡�•�ª�n�µ��µ�¦�‹�´�•�Ã�¨�®�³����metal chelating agent�����Á�•�n�œ��EDTA (ethylene-
diamine tetraacetic acid) �Å�¤�n�¤�¸�Ÿ�¨�˜�n�°�Å�¨�Á�ž����Á�•�n�œ���Å�¨�Á�ž��‹�µ�„��Bacillus sp. (Sugihara et al., 1991), P.
cepacia  (Sugihara et al., 1992) �•�¸�Ê�Ä�®�o�Á�®�È�œ�ª�n�µ�Å�¨�Á�ž��Á�®�¨�n�µ�œ�¸�Ê�Å�¤�n�Ä�•�n��metalloenzyme �Â�˜�n��Muderhwa �Â�¨�³��
Ratamahenina (1985) �¡�•�ª�n�µ��EDTA �Â�¨�³��pCMB (parachloromercuribenzoate) �¥�´�•�¥�´�Ê�Š�„�µ�¦�š�Î�µ�Š�µ�œ�…�°�Š
�Å�¨�Á�ž��‹�µ�„��Candida deformans CBS 2701 �Ž�¹�É�Š��°�—�‡�¨�o�°�Š�„�´�•��Yamamoto �Â�¨�³��Fujiwara (1988) �Ž�¹�É�Š
�¡�•�ª�n�µ��EDTA �Â�¨�³��pCMB���¥�´�•�¥�´�Ê�Š�„�µ�¦�š�Î�µ�Š�µ�œ�…�°�Š�Å�¨�Á�ž��‹�µ�„��Pseudomonas sp.

11.4 ลักษณะของสับสเตรท (Physical state of substrate)
�„�µ�¦�š�Î�µ�Š�µ�œ�…�°�Š�Å�¨�Á�ž��‹�³�Á�„�·�—�…�¹�Ê�œ�Á�¤�º�É�°�Å�¨�Á�ž��™�¼�„�—�¼�—�Ž�´�•�š�¸�É�Ÿ�·�ª�¦�³�®�ª�n�µ�Š�œ�Ê�Î�µ�„�´�•��´�•��Á�˜�¦�š�š�¸�É

�Å�¤�n�¨�³�¨�µ�¥�œ�Ê�Î�µ����oil-water interface�����°�´�˜�¦�µ�Á�¦�È�ª�Á�¦�·�É�¤�˜�o�œ�…�°�Š�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�‹�¹�Š�…�¹�Ê�œ�°�¥�¼�n�„�´�•�‹�Î�µ�œ�ª�œ�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�…�°�Š�Å�¨
�Á�ž��š�¸�É�™�¼�„�—�¼�—�Ž�´�•�Å�ª�o���Â�¨�³�…�¹�Ê�œ�„�´�•�¡�º�Ê�œ�š�¸�É�Ÿ�·�ª�¦�³�®�ª�n�µ�Š�œ�Ê�Î�µ�„�´�•��´�•��Á�˜�¦�š�—�o�ª�¥���™�o�µ�¡�º�Ê�œ�š�¸�É�Ÿ�·�ª�¦�³�®�ª�n�µ�Š�œ�Ê�Î�µ�„�´�•
��´�•��Á�˜�¦�š�¤�¸�¤�µ�„�…�¹�Ê�œ���„�µ�¦�š�Î�µ�Š�µ�œ�…�°�Š�Å�¨�Á�ž��‹�³�—�¸�…�¹�Ê�œ�—�o�ª�¥����Shahani, 1975��

11.5 ตัวทําละลายอินทรีย
Sugihara �Â�¨�³�‡�–�³�� ��1991���� �¡�•�ª�n�µ�°�³�Ž�·�Ã�˜�œ��20 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r�� ��v/v���� �•�n�ª�¥�Á�¡�·�É�¤�„�·�‹�„�¦�¦�¤

�…�°�Š�Å�¨�Á�ž��‹�µ�„��Bacillus sp. �Å�—�o�™�¹�Š��60 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r�� �Â�˜�n�Á�¤�º�É�°�‡�ª�µ�¤�Á�…�o�¤�…�o�œ�…�°�Š�°�³�Ž�·�Ã�˜�œ�¤�µ�„�„�ª�n�µ��60 
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�Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r���‹�³�š�Î�µ�Ä�®�o�„�·�‹�„�¦�¦�¤�…�°�Š�Å�¨�Á�ž��¨�—�¨�Š�°�¥�n�µ�Š�¦�ª�—�Á�¦�È�ª���°�µ�‹�Á�œ�º�É�°�Š�‹�µ�„�š�¸�É�°�³�Ž�·�Ã�˜�œ�Á�…�o�¤�…�o�œ�˜�É�Î�µ�„�ª�n�µ��60 
�Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r�� ��v/v���� �š�Î�µ�Ä�®�o�¡�º�Ê�œ�š�¸�É�Ÿ�·�ª�¦�³�®�ª�n�µ�Š�œ�Ê�Î�µ�„�´�•��´�•��Á�˜�¦�š�¤�¸�¤�µ�„�…�¹�Ê�œ�� �š�Î�µ�Ä�®�o�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�š�Î�µ�Š�µ�œ�Å�—�o�—�¸�…�¹�Ê�œ�Ã�—�¥
�ž�¦�µ�«�‹�µ�„�„�µ�¦�Á��¸�¥��£�µ�¡�…�°�Š�Ã�ž�¦�˜�¸�œ�� ��n�ª�œ�°�³�Ž�·�Ã�˜�œ�š�¸�É�‡�ª�µ�¤�Á�…�o�¤�…�o�œ�¤�µ�„�„�ª�n�µ��60 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r�� �°�µ�‹�š�Î�µ�Ä�®�o
�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Á��¸�¥��£�µ�¡�Â�¨�³��¼�•�Á��¸�¥�„�·�‹�„�¦�¦�¤�� ��n�ª�œ�Á�±�„�Á�Ž�œ�¥�´�•�¥�´�Ê�Š�„�·�‹�„�¦�¦�¤�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Ä�œ�š�»�„�‡�ª�µ�¤�Á�…�o�¤�…�o�œ
�˜�´�Ê�Š�Â�˜�n��5-100 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r���Á�•�n�œ�Á�—�¸�¥�ª�„�´�•�Ä�œ�Á�•�º�Ê�°��P. cepacia �„�µ�¦�Á�˜�·�¤��dimethylsulfoxide �®�¦�º�°���°�³�Ž�·�Ã�˜�œ��0-
35 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r�� ��v/v���� �‹�³�„�¦�³�˜�»�o�œ�„�µ�¦�š�Î�µ�Š�µ�œ�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�� �Ä�œ�…�–�³�š�¸�É�Á�•�œ�Ž�¸�œ�Â�¨�³�Á�±�„�Á�Ž�œ�¤�¸�Ÿ�¨�¥�´�•�¥�´�Ê�Š��
��Sugihara et al., 1992����Kiran �Â�¨�³�‡�–�³����2008�����¦�µ�¥�Š�µ�œ�ª�n�µ�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��‹�µ�„�Á�•�º�Ê�°��Pseudomonas sp. 
(MSI057) �¤�¸�‡�ª�µ�¤�Á��™�¸�¥�¦�Ä�œ�˜�´�ª�š�Î�µ�¨�³�¨�µ�¥�°�·�œ�š�¦�¸�¥�r�°�¥�n�µ�Š�°�³�Ž�·�Ã�˜�œ�š�¸�É��50 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r�� �Ã�—�¥�¤�¸�„�·�‹�„�¦�¦�¤
��´�¤�¡�´�š�›�r�Á�¡�·�É�¤�…�¹�Ê�œ�‹�µ�„�•�»�—�‡�ª�•�‡�»�¤�Á�ž�}�œ��124 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r�� ��n�ª�œ��Ruchi�� �Â�¨�³�‡�–�³�� ��2008���� �¡�•�ª�n�µ�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨
�Á�ž��‹�µ�„��P. aeruginosa���¤�¸�‡�ª�µ�¤�Á��™�¸�¥�¦�˜�n�°�˜�´�ª�š�Î�µ�¨�³�¨�µ�¥�°�·�œ�š�¦�¸�¥�r�¡�ª�„��xylene, cyclohexane, hexane �Â�¨�³��
heptane �Ã�—�¥�¤�¸�„�·�‹�„�¦�¦�¤��´�¤�¡�´�š�›�r�‡�Š�Á�®�¨�º�°�Á�ž�}�œ��125, 168, 183 �Â�¨�³��175 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r���Á�¤�º�É�°�š�Î�µ�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�Á�ž�}�œ
�Á�ª�¨�µ��72 �•�´�É�ª�Ã�¤�Š

11.6 Emulsifying agent
Sodium taurocholate �Á�ž�}�œ��µ�¦�¨�—�Â�¦�Š�˜�¹�Š�Ÿ�·�ª�š�¸�É�š�Î�µ�®�œ�o�µ�š�¸�É�Á�ž�}�œ�°�¸�¤�´�¨�Ž�·�¢�µ�¥�Á�°�°�¦�r�‹�³�¥�´�•�¥�´�Ê�Š

�„�·�‹�„�¦�¦�¤�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Á�°��Á�š�°�Á�¦��Â�¨�³�Á�¦�n�Š�„�·�‹�„�¦�¦�¤�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž���(Handelsman and Shoham, 
1994)���Â�˜�n�°�¸�¤�´�¨�Ž�·�¢�µ�¥�Á�°�°�¦�r�Å�¤�n�Å�—�o�•�n�ª�¥�Á�¡�·�É�¤�„�µ�¦�š�Î�µ�Š�µ�œ�…�°�Š�Å�¨�Á�ž��Á��¤�°�Å�ž��Watanabe �Â�¨�³�‡�–�³����1977����
�¡�•�ª�n�µ�š�´�Ê�Š��µ�¦�¨�—�Â�¦�Š�˜�¹�Š�Ÿ�·�ª�š�¸�É�¤�¸�ž�¦�³�‹�»�¨�•����anionic sufactant�����Â�¨�³�Á�„�¨�º�°�œ�Ê�Î�µ�—�¸�‹�³�¥�´�•�¥�´�Ê�Š�„�·�‹�„�¦�¦�¤�…�°�Š�Å�¨
�Á�ž��•�°�•�—�n�µ�Š�‹�µ�„��Pseudomonas fragi �Â�¨�³��Pseudomonas nitroreducens nov. var. thermotolerans

12. การนําไลเปสไปใชประโยชน

�Å�¨�Á�ž��š�¸�É�Å�—�o�‹�µ�„�¡�º�•�� ��´�˜�ª�r�Â�¨�³�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r��µ�¤�µ�¦�™�œ�Î�µ�Å�ž�Ä�•�o�ž�¦�³�Ã�¥�•�œ�r�°�¥�n�µ�Š�¤�µ�„�®�¨�µ�¥�Ä�œ
�°�»�˜��µ�®�„�¦�¦�¤�—�o�µ�œ�˜�n�µ�Š�Ç�� �Ã�—�¥�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��š�¸�É�Å�—�o�‹�µ�„�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�Á�ž�}�œ�š�¸�É��œ�Ä�‹�¤�µ�„�š�¸�É��»�—�Ä�œ�„�µ�¦�œ�Î�µ�Å�ž�ž�¦�³��
�¥�»�„�˜�r�Ä�•�o�š�µ�Š�—�o�µ�œ�°�»�˜��µ�®�„�¦�¦�¤�� �Á�œ�º�É�°�Š�‹�µ�„�Å�¨�Á�ž��š�¸�É�Å�—�o�‹�µ�„�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�˜�n�µ�Š�•�œ�·�—�„�´�œ�„�È�‹�³�¤�¸�‡�»�–��¤�•�´�˜�·�Ä�œ�„�µ�¦
�š�Î�µ�Š�µ�œ�Â�¨�³�‡�ª�µ�¤�‡�Š�˜�´�ª�š�¸�É�˜�n�µ�Š�„�´�œ�Ã�—�¥�ž�¦�³�Ã�¥�•�œ�r�…�°�Š�Å�¨�Á�ž��¤�¸�—�´�Š�œ�¸�Ê

12.1 การยอยสลายไขมัน
�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��‹�³��µ�¤�µ�¦�™�¥�n�°�¥��¨�µ�¥�Å�…�¤�´�œ�®�¦�º�°�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�Ä�®�o�Å�—�o�Á�ž�}�œ�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�Â�¨�³�„�¨�¸

�Á�Ž�°�¦�°�¨���Ž�¹�É�Š�Á�ž�}�œ�˜�´�ª��Î�µ�‡�´�•�Ä�œ�„�µ�¦�Ä�•�o�ž�¦�³�Ã�¥�•�œ�r�š�µ�Š�°�»�˜��µ�®�„�¦�¦�¤���Á�•�n�œ���„�µ�¦�œ�Î�µ�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�¤�µ�Ä�•�o�Ä�œ�„�µ�¦
�Ÿ�¨�·�˜��•�¼�n���Ã�—�¥�Å�¨�Á�ž��š�¸�É�Ä�•�o��Î�µ�®�¦�´�•�ª�´�˜�™�»�ž�¦�³��Š�‡�r�œ�¸�Ê�Å�—�o�¤�µ�‹�µ�„��C. rugosa ��Hoq et al., 1985�����Â�¨�³�Ä�œ
�ž�{�‹�‹�»�•�´�œ�Å�—�o�¤�¸�„�µ�¦��œ�Ä�‹�Ä�œ�„�µ�¦�«�¹�„�¬�µ�Á�„�¸�É�¥�ª�„�´�•�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ���Â�¨�³�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨�Ä�œ�š�µ�Š�°�»�˜��µ�®�„�¦�¦�¤
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�¤�µ�„�…�¹�Ê�œ�Ã�—�¥�Å�—�o�¤�¸�„�µ�¦�Ä�•�o�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��š�¸�É��µ�¤�µ�¦�™�š�Î�µ�Š�µ�œ�Å�—�o�—�¸�š�¸�É�°�»�–�®�£�¼�¤�·��¼�Š�Ä�œ�„�µ�¦�¥�n�°�¥��¨�µ�¥�Å�…�¤�´�œ�‹�µ�„
��´�˜�ª�r���Ž�¹�É�Š�¤�¸�‹�»�—�®�¨�°�¤�Á�®�¨�ª��¼�Š����Garcia et al., 1995��

12.2 อุตสาหกรรมเครื่องหนัง
�Ä�œ�„�¦�³�•�ª�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Á�‡�¦�º�É�°�Š�®�œ�´�Š�‹�³�¤�¸�…�´�Ê�œ�˜�°�œ�„�µ�¦�Á�°�µ�Å�…�¤�´�œ��n�ª�œ�š�¸�É�Á�®�¨�º�°�� �Â�¨�³�Ã�ž�¦�˜�¸�œ

�š�¸�É�Á��¸�¥�¦�¼�ž�š�¸�É�˜�·�—�°�¥�¼�n�•�¦�·�Á�ª�–�®�œ�´�Š�� �Â�¨�³�…�œ�°�°�„�� �Ž�¹�É�Š�„�µ�¦�„�Î�µ�‹�´�—�Å�…�¤�´�œ�� �Â�¨�³�Ã�ž�¦�˜�¸�œ�°�°�„�‹�µ�„�®�œ�´�Š��´�˜�ª�r�Ã�—�¥�ª�·�›�¸
�š�µ�Š�Á�‡�¤�¸�‹�³�¤�¸�ž�¦�³��·�š�›�·�£�µ�¡�˜�É�Î�µ�� ��Seitz, 1974���� �Â�˜�n�ž�{�‹�‹�»�•�´�œ�Å�—�o�¤�¸�„�µ�¦�ž�¦�³�¥�»�„�˜�r�Ä�•�o�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Ÿ��¤�¦�³�®�ª�n�µ�Š
�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��Â�¨�³�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Ã�ž�¦�˜�·�Á�°��¤�µ�Ä�•�o�Ä�œ�„�µ�¦�„�Î�µ�‹�´�—�Å�…�¤�´�œ���Â�¨�³�Ã�ž�¦�˜�¸�œ�°�°�„�Å�ž�‹�µ�„�®�œ�´�Š��´�˜�ª�r��
��Posorske, 1984; Figurin et al., 1990; Christner et al., 1991; Gandhi, 1997��

12.3 การบําบัดของเสีย
�Å�—�o�¤�¸�„�µ�¦�œ�Î�µ�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��¤�µ�Ä�•�o�ž�¦�³�Ã�¥�•�œ�r�Ä�œ�„�µ�¦�•�Î�µ�•�´�—�…�°�Š�Á��¸�¥�Ä�œ�„�¦�³�•�ª�œ�„�µ�¦

�•�Î�µ�•�´�—�Â�•�•�Ä�®�o�°�µ�„�µ�«�Ž�¹�É�Š�Ä�œ�„�¦�³�•�ª�œ�„�µ�¦�•�Î�µ�•�´�—�…�°�Š�Á��¸�¥�Â�•�•�Ä�®�o�°�µ�„�µ�«�‹�³�Á�„�·�—�Â�Ÿ�n�œ�‡�¦�µ�•�Å�…�¤�´�œ�•�¦�·�Á�ª�–
�Ÿ�·�ª��´�¤�Ÿ�´��…�°�Š�Ç���Á��¸�¥�„�´�•�°�µ�„�µ�«�š�Î�µ�Ä�®�o�„�µ�¦�™�n�µ�¥�Á�š�°�µ�„�µ�«�Á�ž�}�œ�Å�ž�Å�—�o�Å�¤�n�—�¸�Ž�¹�É�Š�Ä�œ�°�—�¸�˜�Å�—�o�š�Î�µ�„�µ�¦�Â�„�o�Å�…�ž�{�•�®�µ
�œ�¸�Ê�Ã�—�¥�„�µ�¦�—�´�„�Á�°�µ�‡�¦�µ�•�Å�…�¤�´�œ�°�°�„���Â�˜�n�¡�•�ª�n�µ�„�µ�¦�Ä�•�o�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��œ�´�Ê�œ�‹�³�Ä�®�o�Ÿ�¨�š�¸�É�—�¸�„�ª�n�µ���Ã�—�¥�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨
�Á�ž��š�¸�É�Ä�•�o�Ä�œ�„�µ�¦�•�Î�µ�•�´�—�…�°�Š�Á��¸�¥�œ�¸�Ê�Å�—�o�‹�µ�„��C. rugosa �Ž�¹�É�Š�˜�n�°�¤�µ�Å�—�o�¤�¸�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��‹�µ�„�Á�•�º�Ê�°�˜�´�ª�œ�¸�Ê
�Ä�œ�¦�³�—�´�•�°�»�˜��µ�®�„�¦�¦�¤���Ã�—�¥�¤�¸�•�º�É�°�š�µ�Š�„�µ�¦�‡�o�µ�ª�n�µ��Lipase-MY �Â�¨�³�Å�—�o�™�¼�„�œ�Î�µ�Å�ž�Ä�•�o�ž�¦�³�Ã�¥�•�œ�r�Ä�œ�„�µ�¦�•�Î�µ�•�´�—
�œ�Ê�Î�µ�Á��¸�¥�Ä�œ�ž�¦�³�Á�š�«�°�Á�¤�¦�·�„�µ����Seitz, 1974; Gandhi, 1997�����œ�°�„�‹�µ�„�œ�¸�Ê�¥�´�Š�°�µ�‹�œ�Î�µ�Å�¨�Á�ž��¤�µ�Ä�•�o�Ä�œ�„�µ�¦
�‡�ª�•�‡�»�¤�„�µ�¦�¥�n�°�¥��¨�µ�¥�…�°�Š�Á��¸�¥�Ä�œ�„�¦�³�•�ª�œ�„�µ�¦�•�Î�µ�•�´�—�Â�•�•�Å�¦�o�°�µ�„�µ�«�Å�—�o����Godfrey and Reichelt, 1983��

�„�µ�¦�Ä�•�o�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�š�¸�É�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��Ä�œ�¦�³�•�•�•�Î�µ�•�´�—�œ�Ê�Î�µ�Á��¸�¥���Ž�¹�É�Š�Ä�•�o�Ä�œ�„�µ�¦�¥�n�°�¥��¨�µ�¥
�Å�…�¤�´�œ�Ã�—�¥��µ�¤�µ�¦�™�‡�´�—�Â�¥�„�Å�—�o�‹�µ�„�Â�®�¨�n�Š�—�·�œ�š�´�É�ª�Ç���Å�ž�š�¸�É�¤�¸�„�µ�¦�ž�œ�Á�ž�g�•�°�œ�…�°�Š�Å�…�¤�´�œ�®�¦�º�°�°�µ�‹�Â�¥�„�‹�µ�„�œ�Ê�Î�µ
�Á��¸�¥�š�¸�É�¤�¸�„�µ�¦�ž�œ�Á�ž�g�•�°�œ�…�°�Š�Å�…�¤�´�œ�¦�ª�¤�™�¹�Š�¦�³�•�•�•�Î�µ�•�´�—�œ�Ê�Î�µ�Á��¸�¥�…�°�Š�Ã�¦�Š�Š�µ�œ�°�µ�®�µ�¦���¦�o�µ�œ�°�µ�®�µ�¦���•�o�µ�œ�Á�¦�º�°�œ
�Â�¨�³�Â�®�¨�n�Š�•�»�¤�•�œ�˜�n�µ�Š�Ç��Cappe �Â�¨�³�‡�–�³����1994�����Å�—�o�š�Î�µ�„�µ�¦�Â�¥�„�Á�•�º�Ê�°��Acinetobacter sp. �‹�µ�„�¦�³�•�•�•�Î�µ�•�´�—
�œ�Ê�Î�µ�Á��¸�¥�Â�•�•�Â�°�‡�˜�·�Á�ª�Á�˜�š��¨�´�—�‹�r���¡�•�ª�n�µ�Á�•�º�Ê�°�—�´�Š�„�¨�n�µ�ª�¤�¸��4 ��µ�¥�¡�´�œ�›�»�r�š�¸�É��µ�¤�µ�¦�™�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��Å�—�o��¼�Š��
�‡�º�°����µ�¥�¡�´�œ�›�»�r��SY1, STD, BO2 �Â�¨�³��IB2 �Â�¨�³�¡�•�ª�n�µ�Á�•�º�Ê�°��µ�¥�¡�´�œ�›�»�r��BO2 �Â�¨�³��IB2���¥�´�Š��µ�¤�µ�¦�™�¥�n�°�¥��¨�µ�¥
�Å�…�¤�´�œ�Ä�œ�•�n�ª�Š�°�»�–�®�£�¼�¤�·��45-50 �°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥����‹�¹�Š�¤�¸�„�µ�¦�œ�Î�µ�Á�•�º�Ê�°�š�´�Ê�Š��°�Š��µ�¥�¡�´�œ�›�»�r�¤�µ�Ä�•�o�Ä�œ�„�µ�¦�¥�n�°�¥��¨�µ�¥
�Å�…�¤�´�œ�Ä�œ�¦�³�•�•�•�Î�µ�•�´�—�œ�Ê�Î�µ�Á��¸�¥�˜�n�°�Å�ž���œ�°�„�‹�µ�„�œ�¸�Ê�Â�¨�o�ª�¥�´�Š�¤�¸�Ÿ�¼�o�«�¹�„�¬�µ�‡�´�—�Â�¥�„�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�š�¸�É�¥�n�°�¥��¨�µ�¥�Å�…�¤�´�œ�Ä�œ
�œ�Ê�Î�µ�Á��¸�¥�Å�—�o�°�¸�„�®�¨�µ�¥��µ�¥�¡�´�œ�›�»�r���¦�ª�¤�™�¹�Š�„�µ�¦�š�—�¨�°�Š�œ�Î�µ�Á�•�º�Ê�°�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�š�¸�É��µ�¤�µ�¦�™�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��š�´�Ê�Š�Ä�œ
�¦�¼�ž�Á�•�º�Ê�°�•�¦�·��»�š�›�·�Í�Â�¨�³�Á�•�º�Ê�°�Ÿ��¤�¤�µ�«�¹�„�¬�µ�„�µ�¦�¥�n�°�¥��¨�µ�¥�Å�…�¤�´�œ���Á�¡�º�É�°�®�µ�‡�ª�µ�¤�Á�ž�}�œ�Å�ž�Å�—�o�Ä�œ�„�µ�¦�œ�Î�µ�Á�•�º�Ê�°�¤�µ�Ä�•�o
�Ä�œ�„�µ�¦�„�Î�µ�‹�´�—�Å�…�¤�´�œ�°�¥�n�µ�Š�‹�¦�·�Š�‹�´�Š
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Wakelin �Â�¨�³��Forster ��1997�����Å�—�o�š�Î�µ�„�µ�¦�«�¹�„�¬�µ�ž�¦�³��·�š�›�·�£�µ�¡�„�µ�¦�¥�n�°�¥��¨�µ�¥�Å�…�¤�´�œ�…�°�Š
�Á�•�º�Ê�°�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�•�¦�·��»�š�›�·�Í�Â�¨�³�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�Ÿ��¤�š�¸�É�‡�´�—�Â�¥�„�‹�µ�„�•�n�°�—�´�„�Å�…�¤�´�œ����grease trap�����Â�¨�³�¦�³�•�•�•�Î�µ�•�´�—�œ�Ê�Î�µ
�Á��¸�¥�Â�•�•�Â�°�‡�˜�·�Á�ª�Á�˜�š��¨�´�—�‹�r���¡�•�ª�n�µ�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�Ä�œ�¦�¼�ž�Ÿ��¤�¤�¸�ž�¦�³��·�š�›�·�£�µ�¡�Ä�œ�„�µ�¦�¥�n�°�¥��¨�µ�¥�Å�…�¤�´�œ�Å�—�o�—�¸�„�ª�n�µ
�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�•�¦�·��»�š�›�·�Í���Ã�—�¥�¤�¸�ž�¦�³��·�š�›�·�£�µ�¡�Ä�œ�„�µ�¦�¥�n�°�¥��¨�µ�¥�Å�…�¤�´�œ�Å�—�o�¤�µ�„�„�ª�n�µ���������Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r�Ä�œ�°�µ�®�µ�¦�Á�¨�¸�Ê�¥�Š
�Á�•�º�Ê�°�š�¸�É�¤�¸�Å�…�¤�´�œ�Á�¦�·�É�¤�˜�o�œ�������„�¦�´�¤�˜�n�°�¨�·�˜�¦

12.4 การใชเปนสวนผสมของสารซักลาง (Detergent)
�ž�{�•�®�µ�¤�¨�£�µ�ª�³�š�µ�Š�œ�Ê�Î�µ�Á�ž�}�œ�ž�{�•�®�µ��·�É�Š�Â�ª�—�¨�o�°�¤�š�¸�É��Î�µ�‡�´�•�¤�µ�„�Ã�—�¥�Å�—�o�¤�¸�„�µ�¦�¡�¥�µ�¥�µ�¤�š�¸�É�‹�³

�¨�—�„�µ�¦�Ä�•�o��µ�¦�š�Î�µ�‡�ª�µ�¤��³�°�µ�—�š�¸�É�¤�¸��µ�¦�Á�‡�¤�¸�š�¸�É�¥�n�°�¥��¨�µ�¥�Å�—�o�¥�µ�„�Ã�—�¥�›�¦�¦�¤�•�µ�˜�·���—�´�Š�œ�´�Ê�œ�‹�¹�Š�¤�¸�„�µ�¦�œ�Î�µ�Á�°�µ
�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��¤�µ�Ä�•�o�Á�ž�}�œ��n�ª�œ�Ÿ��¤�Ä�œ�„�µ�¦�Ž�´�„�¨�o�µ�Š�Á�¡�º�É�°�¨�—�ž�¦�·�¤�µ�–��µ�¦�Á�‡�¤�¸�š�¸�É�Á�ž�}�œ��n�ª�œ�Ÿ��¤�Ä�®�o�¨�—�œ�o�°�¥�¨�Š��
�Â�¨�³�°�»�˜��µ�®�„�¦�¦�¤��µ�¦�Ž�´�„�¨�o�µ�Š�¤�µ�„�¤�µ�¥�š�¸�É�Å�—�o�œ�Î�µ�Á�š�‡�Ã�œ�Ã�¨�¥�¸�œ�¸�Ê�Å�ž�Ä�•�o�Ä�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜��µ�¦�Ž�´�„�¨�o�µ�Š�š�¸�É�¤�¸��n�ª�œ�Ÿ��¤
�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r���Ã�—�¥�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�š�¸�É�Å�—�o�œ�Î�µ�¤�µ�Ä�•�o�Á�ž�}�œ��n�ª�œ�Ÿ��¤�œ�´�Ê�œ�Å�—�o�¤�µ�‹�µ�„��Chromobacterium viscosum
(Minoguchi and Muneyuki, 1989; Gandhi, 1997)���Â�¨�³��Candida (Nishioka, 1990)

12.5 การสรางกลิ่นรสในอุตสาหกรรมนมและผลิตภัณฑจากนม
�Å�—�o�¤�¸�„�µ�¦�Ä�•�o�Å�¨�Á�ž��Á�¡�º�É�°�ž�¦�´�•�ž�¦�»�Š�„�¨�·�É�œ�¦��…�°�Š�Ÿ�¨�·�˜�£�´�–�”�r�‹�µ�„�œ�¤�˜�n�µ�Š�Ç���Á�•�n�œ���Á�œ�¥�Â�…�È�Š��

�Á�œ�¥�Á�®�¨�ª���¤�µ�„�µ�¦�¸�œ���œ�°�„�‹�µ�„�œ�¸�Ê�¥�´�Š�Ä�•�o�Ä�œ�„�µ�¦�ž�¦�´�•�ž�¦�»�Š�¨�´�„�¬�–�³�Á�œ�º�Ê�°��´�¤�Ÿ�´��…�°�Š�œ�¤�Ž�¹�É�Š�Á�ž�}�œ�Ÿ�¨�¤�µ�‹�µ�„�Å�…�¤�´�œ��
�Ã�ž�¦�˜�¸�œ���Â�¨�³�œ�Ê�Î�µ�˜�µ�¨�Â�¨�„�Ã�˜��š�¸�É�¤�¸�°�¥�¼�n�Ä�œ�œ�Ê�Î�µ�œ�¤���Â�¨�³�œ�°�„�‹�µ�„�œ�¸�Ê�Â�¨�o�ª�¥�´�Š�Å�—�o�œ�Î�µ�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��¤�µ�Ä�•�o
�¦�n�ª�¤�„�´�•�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Ã�ž�¦�˜�·�Á�°��Ä�œ�„�µ�¦�˜�„�˜�³�„�°�œ�œ�¤�Â�¨�³�ž�¦�´�•�ž�¦�»�Š�„�¨�·�É�œ�¦��…�°�Š�œ�¤�Â�¨�³�¥�´�Š�Å�—�o�¤�¸�„�µ�¦�œ�Î�µ
�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��¤�µ�Ä�•�o�Ä�œ�…�•�ª�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�‡�¦�¸�¤�Á�š�¸�¥�¤�Ä�®�o�¤�¸�„�¨�·�É�œ�¦��š�¸�É�—�¸�…�¹�Ê�œ

12.6 การผลิตไบโอดีเซล
�Å�•�Ã�°�—�¸�Á�Ž�¨�Á�ž�}�œ�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�Á�•�º�Ê�°�Á�¡�¨�·�Š�š�¸�É�Ÿ�¨�·�˜�¤�µ�‹�µ�„�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�¡�º�•�®�¦�º�°�Å�…�¤�´�œ��´�˜�ª�r �Ã�—�¥�Ÿ�n�µ�œ

�…�•�ª�œ�„�µ�¦�š�¸�É�š�Î�µ�Ä�®�o�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�Á�¨�È�„�¨�Š���Ä�®�o�°�¥�¼�n�Ä�œ�¦�¼�ž�…�°�Š���Á�°�š�·�¨�Á�°��Á�˜�°�¦�r����Ethyl esters) �®�¦�º�°���Á�¤�š�·�¨�Á�°��Á�˜�°�¦�r��
��Methyl esters) �Ž�¹�É�Š�‹�³�™�¼�„�Á�œ�o�œ�Å�ž�š�¸�É�Á�¤�š�·�¨�Á�°��Á�š�°�¦�r�…�°�Š�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�Ã�—�¥�Ä�•�o�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�Ä�œ�Å�…�¤�´�œ�Â�¨�³
�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�š�¸�É�Å�—�o�‹�µ�„�¡�º�•�®�¦�º�°��´�˜�ª�r�š�Î�µ�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�Á�°��Á�š�°�¦�·�¢�d�Á�‡�•�´�É�œ�„�´�•�Á�¤�š�µ�œ�°�¨���Ÿ�¨�Ÿ�¨�·�˜�š�¸�É�Å�—�o�¤�¸�‡�»�–��¤�•�´�˜�·
�Ä�„�¨�o�Á�‡�¸�¥�Š�„�´�•�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�—�¸�Á�Ž�¨�¤�µ�„��µ�¤�µ�¦�™�Ä�•�o�š�—�Â�š�œ�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�—�¸�Á�Ž�¨�Å�—�o�Ã�—�¥�˜�¦�Š �„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Å�•�Ã�°�—�¸�Á�Ž�¨�Ã�—�¥�Ä�•�o
�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��Á�„�·�—�‹�µ�„�„�µ�¦�š�Î�µ�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�Á�‡�¨�º�É�°�œ�¥�o�µ�¥�®�¤�¼�n�Á�°��Á�š�°�¦�r���…�o�°�—�¸�…�°�Š�„�µ�¦�Ä�•�o�Å�•�Ã�°�—�¸�Á�Ž�¨�¤�¸�¤�µ�„�¤�µ�¥��
�Á�•�n�œ����µ�¤�µ�¦�™�¨�—�„�µ�¦�œ�Î�µ�Á�Š�·�œ�˜�¦�µ�°�°�„�œ�°�„�ž�¦�³�Á�š�«�Ã�—�¥�„�µ�¦�¨�—�ž�¦�·�¤�µ�–�„�µ�¦�Ž�º�Ê�°�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�—�·�•�‹�µ�„�ž�¦�³�Á�š�«
�Ÿ�¼�o�Ÿ�¨�·�˜�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�Å�—�o�°�¥�n�µ�Š�¤�®�µ�«�µ�¨���¥�·�É�Š�„�ª�n�µ�œ�´�Ê�œ�Á�¤�º�É�°�Á�ž�¦�¸�¥�•�Á�š�¸�¥�•�„�´�•�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�—�¸�Á�Ž�¨���„�µ�¦�Ä�•�o�Å�•�Ã�°�—�¸�Á�Ž�¨�•�n�ª�¥�¦�´�„�¬�µ
��£�µ�¡��·�É�Š�Â�ª�—�¨�o�°�¤�Ä�®�o�—�¸�…�¹�Ê�œ�Å�—�o�Á�¡�¦�µ�³�Á�ž�}�œ�Á�•�º�Ê�°�Á�¡�¨�·�Š��³�°�µ�—
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13. การใชประโยชนจากกรดไขมัน

�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�Ä�•�o�Á�ž�}�œ�ª�´�˜�™�»�—�·�•�Ä�œ�„�µ�¦�Á�¦�·�É�¤�˜�o�œ��Î�µ�®�¦�´�•�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�°�·��¦�³���Á�°��Á�š�°�¦�r
�…�°�Š�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ���Ž�¹�É�Š�Ä�•�o�Á�ž�}�œ�ª�´�˜�™�»�—�·�•�Ã�—�¥�˜�¦�Š�®�¦�º�°�œ�Î�µ�Å�ž�—�´�—�Â�ž�¨�Š�®�¤�¼�n�Ã�‡�¦�Š��¦�o�µ�Š�Á�¡�º�É�°�Ÿ�¨�·�˜��µ�¦�°�œ�»�¡�´�œ�›�r�š�¸�É
��Î�µ�‡�´�•�Ä�œ�°�»�˜��µ�®�„�¦�¦�¤�˜�n�µ�Š�Ç���Å�—�o�¤�µ�„�¤�µ�¥���ª�·�›�¸�„�µ�¦�Š�n�µ�¥�š�¸�É��»�—�Ä�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ���‡�º�°���„�µ�¦�Ä�•�o�°�»�–�®�£�¼�¤�·��
�Â�¨�³�‡�ª�µ�¤�—�´�œ��¼�Š�Ä�œ�„�µ�¦�Â�¥�„�Å�…�¤�´�œ�Â�¨�³�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ����µ�¦�Ÿ��¤�…�°�Š�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ��µ�¤�µ�¦�™�Â�¥�„�Ä�®�o�•�¦�·��»�š�›�·�Í�Å�—�o�Ã�—�¥
�„�µ�¦�„�¨�´�É�œ���„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�š�¸�É�Â�¥�„�Å�—�o��µ�¤�µ�¦�™�œ�Î�µ�¤�µ�Á�ž�}�œ�ª�´�˜�™�»�—�·�•�Á�¦�·�É�¤�˜�o�œ��Î�µ�®�¦�´�•�°�»�˜��µ�®�„�¦�¦�¤�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�°�µ�®�µ�¦��
�¥�µ�Š���Á�š�¸�¥�œ�Å�…���Â�¨�³�Á�‡�¦�º�É�°�Š��Î�µ�°�µ�Š�Å�—�o�Ã�—�¥�˜�¦�Š����Hui, 1996��

�Ä�œ�°�»�˜��µ�®�„�¦�¦�¤�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�¥�µ�Š���„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�‹�³�™�¼�„�Á�˜�·�¤�¨�Š�Ä�œ�¦�³�®�ª�n�µ�Š�…�´�Ê�œ�˜�°�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜
�Á�¡�º�É�°�š�Î�µ�®�œ�o�µ�š�¸�É�Á�¡�·�É�¤�‡�ª�µ�¤�œ�»�n�¤����µ�¦�®�¨�n�°�¨�º�É�œ���Â�¨�³�š�Î�µ�®�œ�o�µ�š�¸�É�•�n�ª�¥�¨�—�Á�ª�¨�µ�Ä�œ�„�µ�¦�Ä�®�o�‡�ª�µ�¤�¦�o�°�œ���Ã�—�¥�‡�ª�µ�¤�¥�µ�ª
�…�°�Š�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�Å�¤�n�¤�¸�Ÿ�¨�˜�n�°�„�µ�¦�š�Î�µ�®�œ�o�µ�š�¸�É�—�´�Š�„�¨�n�µ�ª���Â�˜�n�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�š�¸�É�¤�¸�‡�ª�µ�¤�°�·�É�¤�˜�´�ª��¼�Š�°�µ�‹�¤�¸�Ÿ�¨�„�¦�³�š�•�˜�n�°
�„�¦�³�•�ª�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Å�—�o���„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Á�š�¸�¥�œ�Å�…�Å�—�o�¤�¸�„�µ�¦�œ�Î�µ�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�‹�µ�„�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�ž�µ�¨�r�¤�¤�µ�Á�¡�º�É�°�Ä�•�o�Á�¡�·�É�¤�‡�»�–��¤�•�´�˜�·
�Ä�œ�—�o�µ�œ�‡�ª�µ�¤�®�—�˜�´�ª�š�Î�µ�Ä�®�o�Š�n�µ�¥�˜�n�°�„�µ�¦�—�¹�Š�°�°�„�‹�µ�„�Á�•�o�µ���Ž�¹�É�Š�°�´�˜�¦�µ��n�ª�œ�Á�®�¤�µ�³��¤�…�°�Š�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�š�¸�É�Ä�•�o���‡�º�°��
C16�˜�n�°��C18 �Ä�œ�°�´�˜�¦�µ��n�ª�œ��7:2���—�´�Š�œ�´�Ê�œ�‹�¹�Š�¤�¸�„�µ�¦�œ�Î�µ�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�ž�µ�¨�r�¤��Á�˜�¸�¥�¦�¸�œ�¤�µ�Ä�•�o�Á�œ�º�É�°�Š�‹�µ�„�¤�¸�ž�¦�·�¤�µ�–�„�¦�—�ž�µ�¨�r-
�¤�·�˜�·�„��¼�Š���œ�°�„�‹�µ�„�œ�¸�Ê�¥�´�Š�¤�¸�„�µ�¦�Ä�•�o�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�Ä�œ�°�»�˜��µ�®�„�¦�¦�¤�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Á�‡�¦�º�É�°�Š��Î�µ�°�µ�Š���•�œ�·�—�…�°�Š�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�š�¸�É
�œ�·�¥�¤�Ä�•�o�„�´�œ�¤�µ�„�š�¸�É��»�—���‡�º�°���„�¦�—�Å�¤�¦�¸��˜�·�„���„�¦�—�ž�µ�¨�r�¤�·�˜�·�„���Â�¨�³�„�¦�—��Á�˜�¸�¥�¦�·�„���ª�´�˜�™�»�ž�¦�³��Š�‡�r�…�°�Š�„�µ�¦�œ�Î�µ�¤�µ�Ä�•�o
�Á�¡�º�É�°�•�n�ª�¥�„�µ�¦�Á�ž�}�œ�¢�°�Š���Á�¡�·�É�¤�‡�ª�µ�¤�Á�ž�}�œ�Á�Š�µ�¤�´�œ���Â�¨�³�š�Î�µ�®�œ�o�µ�š�¸�É�Á�ž�}�œ�‡�°�œ�—�·�•�´�œ�Á�œ�°�¦�r����Hui, 1996��

�œ�°�„�‹�µ�„�œ�¸�Ê�¤�¸�„�µ�¦�œ�Î�µ�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�š�¸�É�Å�—�o�‹�µ�„�¤�³�¡�¦�o�µ�ª�¤�µ�Ä�•�o�°�»�˜��µ�®�„�¦�¦�¤��•�¼�n�Â�¨�³�œ�Ê�Î�µ�¥�µ
�Ž�´�„�¢�°�„�¤�µ�„�¥�·�É�Š�…�¹�Ê�œ���„�¦�—�¦�·�Ž�·�Ã�œ�Á�¨�°�·�„�š�¸�É�¡�•�Ä�œ�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�¨�³�®�»�n�Š�Á�ž�}�œ�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�š�¸�É�Ä�•�o�Ä�œ�°�»�˜��µ�®�„�¦�¦�¤��¸�¥�o�°�¤
�Â�¨�³�‹�µ�¦�•�¸�����ž�ª�¸�–�µ���¡�Š�¬�r�—�œ�˜�¦�¸����2547����

14. แวกซเอสเทอร

�Â�ª�„�Ž�r���®�¤�µ�¥�™�¹�Š����µ�¦�Ä�—�Ç���š�¸�É�¤�¸�¨�´�„�¬�–�³�‡�¨�o�µ�¥�…�¸�Ê�Ÿ�¹�Ê�Š���Á�•�n�œ���¡�µ�¦�µ�¢�d�œ�Â�ª�„�Ž�r������µ�¦�Ÿ��¤
�Å�±�Ã�—�¦�‡�µ�¦�r�•�°�œ�����Â�˜�n�Ä�œ�š�µ�Š�Á�‡�¤�¸�Â�ª�„�Ž�r���®�¤�µ�¥�™�¹�Š���Á�°��Á�š�°�¦�r�š�¸�É�Á�„�·�—�‹�µ�„�„�µ�¦�¦�ª�¤�˜�´�ª�¦�³�®�ª�n�µ�Š
�Å�±�Ã�—�¦�‡�µ�¦�r�•�°�œ�š�¸�É�¤�¸�Ã�Ž�n�¥�µ�ª�„�´�•�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�š�¸�É�¤�¸�Ã�Ž�n�¥�µ�ª���¤�¸��¼�˜�¦�š�´�É�ª�Å�ž���‡�º�°��RCOOR �Ã�—�¥�š�¸�É��R �Á�š�n�µ�„�´�•��C24 

�™�¹�Š��C36 �Â�¨�³�¤�´�„�‹�³�Á�ž�}�œ��µ�¥�Ã�Ž�n�š�¸�É�°�·�É�¤�˜�´�ª���Â�˜�n�™�o�µ�¤�¸�¡�´�œ�›�³�‡�¼�n�„�È�¤�´�„�‹�³�¤�¸�Ä�œ��n�ª�œ�š�¸�É�Á�ž�}�œ�Â�°�¨�„�°�±�°�¨�r���‡�º�°��R

       14.1 คุณสมบัติของแวกซ
�Â�ª�„�Ž�r�Á�ž�}�œ��µ�¦�š�¸�É�¤�¸�‹�»�—�®�¨�°�¤�Á�®�¨�ª�˜�É�Î�µ���Á�ž�}�œ��µ�¦�ž�¦�³�„�°�•�š�¸�É�¤�¸�œ�Ê�Î�µ�®�œ�´�„�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨��¼�Š���Á�ž�}�œ

�…�°�Š�Â�…�È�Š�š�¸�É�°�»�–�®�£�¼�¤�·�®�o�°�Š�Á�ž�}�œ�Á�°��Á�š�°�¦�r�…�°�Š�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ��µ�¥�¥�µ�ª�Â�¨�³�Â�°�¨�„�°�±�°�¨�r�…�°�Š�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ��µ�¥�¥�µ�ª��
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�¤�¸�„�¨�·�É�œ����¸�Á�Œ�¡�µ�³�˜�´�ª���˜�·�—�Å�¢�Å�—�o���¤�¸��¤�•�´�˜�·�Á�ž�}�œ�Å�—�°�·�Á�¨�‡�˜�¦�·�„�š�¸�É�—�¸���¨�³�¨�µ�¥�Å�—�o�—�¸�Ä�œ�˜�´�ª�š�Î�µ�¨�³�¨�µ�¥�°�·�œ�š�¦�¸�¥�r���Å�¤�n
�¨�³�¨�µ�¥�œ�Ê�Î�µ

       14.2 ประเภทของแวกซ (ศุภรินทร, 2541)
14��2.1���Â�ª�„�Ž�r�‹�µ�„�¡�º�•��

�Á�ž�}�œ�Â�ª�„�Ž�r�š�¸�É�Á�„�·�—�‹�µ�„�¡�º�•���¡�•�‹�µ�„�¡�º�•�Å�—�o�®�¨�µ�¥�•�œ�·�—�š�¸�É�¤�¸�°�¥�¼�n�Â�š�•�š�´�É�ª�Ã�¨�„���Â�¨�o�ª�Â�˜�n�ª�n�µ�Â�ª�„�Ž�r��
�•�œ�·�—�Ä�—�š�¸�É�¤�¸�ž�¦�³�Ã�¥�•�œ�r�Â�¨�³�¤�¸�‡�»�–�£�µ�¡�—�¸���Â�ª�„�Ž�r�‹�µ�„�¡�º�•�š�¸�É�‡�ª�¦�¦�¼�o�‹�´�„�¤�¸�—�´�Š�œ�¸�Ê

1. Bayberry Wax �Á�°�µ�¤�µ�‹�µ�„�Á�ž�¨�º�°�„��Myrica cerifera ��n�ª�œ�¤�µ�„�¡�•�š�¸�É�ž�¦�³�Á�š�«�°�Á�¤�¦�·�„�µ��
�•�µ�Š�˜�´�ª�…�°�Š��myrica �¡�•�š�¸�É�Â�®�¨�¤�„�¼�—�Ã�±�•�� �®�¨�°�¤�Á�®�¨�ª�š�¸�É�°�»�–�®�£�¼�¤�·�� ����-������ �°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥��� �¤�¸�‡�ª�µ�¤�™�n�ª�Š��
�‹�Î�µ�Á�¡�µ�³�Á�š�n�µ�„�´�•����������-�����������¤�¸�‡�n�µ�—�¦�¦�•�œ�¸�®�´�„�Á�®����refractive index�����Á�š�n�µ�„�´�•�����������������š�¸�É���������°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥����Ä�•�o
�Ä�œ�„�µ�¦�š�Î�µ�Á�š�¸�¥�œ�Å�…���š�Î�µ�¥�µ

2. Candelilla Wax �¡�•�‹�µ�„�„�µ�¦�…�´�•�°�°�„�…�°�Š��Cuphorbia qatisyphilitica �Ž�¹�É�Š�¤�¸�°�¥�¼�n�š�µ�Š
�˜�°�œ�Á�®�œ�º�°�…�°�Š�ž�¦�³�Á�š�«�Á�¤�È�„�Ž�·�Ã�„�Â�¨�³�š�µ�Š�˜�°�œ�Ä�˜�o�…�°�Š��®�¦�´�“�°�Á�¤�¦�·�„�µ���‹�µ�„�Å�…�…�°�Š�˜�o�œ�Å�¤�o�•�œ�·�—�œ�¸�Ê�™�o�µ�Á�¦�µ
�œ�Î�µ�¤�µ�˜�o�¤�„�´�•�œ�Ê�Î�µ���Â�¨�³�Ä��n�„�¦�—�Ž�´�¨�¢�¼�¦�·�„�Á�…�o�¤�…�o�œ�¨�Š�Å�ž�Á�¨�È�„�œ�o�°�¥���‹�³�Å�—�o�Â�ª�„�Ž�r����-�����Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r���Ž�¹�É�Š��µ�¤�µ�¦�™
�¨�³�¨�µ�¥�Ä�œ�‡�µ�¦�r�•�°�œ�Á�˜�˜�¦�³�‡�¨�°�Å�¦�—�r���¤�¸��¸�Á�®�¨�º�°�Š�ž�œ�œ�Ê�Î�µ�˜�µ�¨���¤�¸��¼�˜�¦�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨���‡�º�°��C30H62 �‹�»�—�®�¨�°�¤�Á�®�¨�ª��������
�°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥����‡�n�µ�‡�ª�µ�¤�™�n�ª�Š�‹�Î�µ�Á�¡�µ�³�Á�š�n�µ�„�´�•������������-�����������‡�n�µ�—�¦�¦�•�œ�¸�®�´�„�Á�®�Á�š�n�µ�„�´�•�����������������š�¸�É���������°�Š�«�µ
�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥����Ä�•�o�š�Î�µ�Á�š�¸�¥�œ�Å�…���œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�…�´�—�Á�Š�µ���Á�ž�}�œ�˜�o�œ

3. Chinese Wax �¡�•�°�¥�¼�n�˜�µ�¤�„�·�É�Š�…�°�Š��Fraxinux chinensis �¡�•�¤�µ�„�š�¸�É�ž�¦�³�Á�š�«�‹�¸�œ���Ä�•�o�š�Î�µ
�Á�š�¸�¥�œ�Å�…���œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�…�´�—�Á�Š�µ���¤�¸��¸�…�µ�ª�®�¦�º�°�Á�®�¨�º�°�Š���‡�n�µ�‡�ª�µ�¤�™�n�ª�Š�‹�Î�µ�Á�¡�µ�³�Á�š�n�µ�„�´�•������������

4. Coca Wax �¤�¸�Ä�œ�Ä�•�¡�º�•�˜�¦�³�„�¼�¨��Erythoxyac �¡�•�Ä�œ�ž�¦�³�Á�š�«�°�·�œ�Ã�—�œ�¸�Á�Ž�¸�¥���«�¦�¸�¨�´�Š�„�µ��
�Á�ž�¦�¼���Ã�•�¨�·�Á�ª�¸�¥���•�¦�µ�Ž�·�¨���¤�¸��¼�˜�¦�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨���‡�º�°��C33H66O2 �®�¨�´�Š�‹�µ�„�„�µ�¦�š�Î�µ�Ä�®�o�•�¦�·��»�š�›�·�Í�Â�¨�o�ª�‹�³�Á�ž�}�œ��¸�…�µ�ª���‹�»�—
�®�¨�°�¤�Á�®�¨�ª�š�¸�É���������°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥����Â�¨�³�¨�³�¨�µ�¥�Å�—�o�Ä�œ�Á�°�š�µ�œ�°�¨�š�¸�É�¦�o�°�œ���Ä�•�o�š�Î�µ�®�¤�µ�„� �¦�´�É�Š

5. Carnauba Wax �Å�—�o�‹�µ�„�Ä�•�Â�¨�³�Á�¤�È�—�…�°�Š�ž�µ�¨�r�¤�š�¸�É�¤�¸�Ä�œ�ž�¦�³�Á�š�«�•�¦�µ�Ž�·�¨���Â�¨�³�š�µ�Š�˜�°�œ
�Ä�˜�o�…�°�Š�ž�¦�³�Á�š�«��®�¦�´�“�°�Á�¤�¦�·�„�µ���¤�¸��¸�Á�®�¨�º�°�Š�°�n�°�œ�®�¦�º�°��¸�Á�…�¸�¥�ª���¤�¸�‡�n�µ�‡�ª�µ�¤�™�n�ª�Š�‹�Î�µ�Á�¡�µ�³�Á�š�n�µ�„�´�•������������-�����������š�¸�É��
�������°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥����¨�³�¨�µ�¥�Å�—�o�Ä�œ�Á�°�š�µ�œ�°�¨�š�¸�É�¦�o�°�œ���Ž�¹�É�Š�Â�ª�„�Ž�r�˜�´�ª�œ�¸�Ê�¤�¸�•�º�É�°�š�µ�Š�„�µ�¦�‡�o�µ�š�¸�É�Â�˜�„�˜�n�µ�Š�„�´�œ�…�¹�Ê�œ�°�¥�¼�n�„�´�•
�Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r�Å�±�Ã�—�¦�‡�µ�¦�r�•�°�œ�š�¸�É�Á�ž�}�œ�°�Š�‡�r�ž�¦�³�„�°�•�Ä�•�o�š�Î�µ�ž�¦�³�Ã�¥�•�œ�r���Á�•�n�œ���š�Î�µ�Á�š�¸�¥�œ�Å�…���œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�…�´�—�¦�°�Š�Á�š�o�µ

6. Japan Wax �Å�—�o�‹�µ�„�Ÿ�¨�…�°�Š��rhus succedanea �¡�•�Ä�œ�ž�¦�³�Á�š�«�•�¸�É�ž�»�i�œ���°�·�œ�Á�—�¸�¥
�˜�³�ª�´�œ�°�°�„���°�·�œ�Ã�—�‹�¸�œ���Å�¤�n�Ä�•�n�Â�ª�„�Ž�r�š�¸�É�Â�š�o�‹�¦�·�Š���Â�˜�n�Á�ž�}�œ�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r���¤�¸��¸�Á�®�¨�º�°�Š���¤�¸�‹�»�—�®�¨�°�¤�Á�®�¨�ª�š�¸�É���������°�Š�«�µ
�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥����‡�n�µ�‡�ª�µ�¤�™�n�ª�Š�‹�Î�µ�Á�¡�µ�³�Á�š�n�µ�„�´�•������������-�������������Ä�•�o�š�Î�µ��•�¼�n���Å�¤�o�…�¸�—�Å�¢���Á�š�¸�¥�œ�Å�…����µ�¦�…�´�—�Á�Š�µ
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7. �„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r�Â�ª�„�Ž�r���¡�•�‹�µ�„�Á�ž�¨�º�°�„�…�°�Š��cane glass �Ä�œ�ž�¦�³�Á�š�«�°�°��Á�˜�¦�Á�¨�¸�¥���¤�¸
��n�ª�œ�Ÿ��¤�Â�•�•�Á�—�¸�¥�ª�„�´�œ�„�´�•��carnauba wax �¨�³�¨�µ�¥�Å�—�o�Á�¨�È�„�œ�o�°�¥�Ä�œ�°�¸�Á�š�°�¦�r���¤�¸�‹�»�—�®�¨�°�¤�Á�®�¨�ª�š�¸�É���������°�Š�«�µ
�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥�

8. Sugar cane Wax �Á�ž�}�œ�Ÿ�¨�¤�µ�‹�µ�„�„�µ�¦��„�´�—�œ�Ê�Î�µ�˜�µ�¨�š�¸�É�ž�¦�³�Á�š�«�°�·�œ�Ã�—�œ�¸�Á�Ž�¸�¥���Ž�¹�É�Š�Å�—�o�‹�µ�„
�°�o�°�¥���‹�³�¤�¸��¸�¤�n�ª�Š�Â�¥�„�Ã�—�¥�„�µ�¦�‡�´�Ê�œ�‹�µ�„�œ�Ê�Î�µ�°�o�°�¥�Â�¨�o�ª�œ�Î�µ�œ�Ê�Î�µ�°�o�°�¥�¤�µ�„�¦�°�Š�Ã�—�¥�Ä�•�o�Á�•�œ�Ž�°�¨����benzol�����Á�ž�}�œ�˜�´�ª�š�Î�µ
�¨�³�¨�µ�¥���¤�¸��¤�•�´�˜�·���‡�º�°���Â�…�È�Š���¤�¸��¸�Á�®�¨�º�°�Š��µ�¤�µ�¦�™�¨�³�¨�µ�¥�Å�—�o�Ä�œ�œ�Ê�Î�µ�¦�o�°�œ���¤�¸�‹�»�—�®�¨�°�¤�Á�®�¨�ª�š�¸�É������-�������°�Š�«�µ
�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥����‡�n�µ�‡�ª�µ�¤�™�n�ª�Š�‹�Î�µ�Á�¡�µ�³�Á�š�n�µ�„�´�•������������

9. Ocuba Wax���Å�—�o�‹�µ�„�Ÿ�¨�Å�¤�o�¡�ª�„��Myristica ocuba offcinalis �Ž�¹�É�Š�ž�¨�¼�„�•�œ�•�µ�¥� �{�~�Š�…�°�Š
�¨�»�n�¤�Â�¤�n�œ�Ê�Î�µ�°�³�Á�¤�Ž�°�œ���¤�¸�‡�n�µ�‡�ª�µ�¤�™�n�ª�Š�‹�Î�µ�Á�¡�µ�³�Á�š�n�µ�„�´�•���������������‹�»�—�®�¨�°�¤�Á�®�¨�ª�������������°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥����Ä�œ
�•�¦�µ�Ž�·�¨�Ä�•�o�š�Î�µ�Á�š�¸�¥�œ�Å�…

14.2.2�����Â�ª�„�Ž�r�‹�µ�„��´�˜�ª�r
1.Wool fat �Å�—�o�‹�µ�„�¡�ª�„�…�œ�Â�„�³���Ž�¹�É�Š�Å�¤�n�‡�n�°�¥�‹�³�•�¦�·��»�š�›�·�Í�œ�´�„���Ä�•�o�Á�ž�}�œ�°�Š�‡�r�ž�¦�³�„�°�•�Ä�œ

�Á�‡�¦�º�É�°�Š��Î�µ�°�µ�Š
2.Spermaceti ��n�ª�œ�¤�µ�„�¤�¸��¸�…�µ�ª�¡�•�¤�µ�„�Ä�œ�ž�¨�µ�ª�µ�¯���‡�n�µ�‡�ª�µ�¤�™�n�ª�Š�‹�Î�µ�Á�¡�µ�³�Á�š�n�µ�„�´�•��

����������-�������������‹�»�—�®�¨�°�¤�Á�®�¨�ª������-�����������°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥����Ä�•�o�š�Î�µ�Á�š�¸�¥�œ�Å�…���Â�¨�³��•�¼�n
3.Bee Wax �Å�—�o�¤�µ�‹�µ�„�¡�ª�„�Ÿ�¹�Ê�Š�Š�µ�œ���˜�°�œ�¥�´�Š�Å�¤�n�Å�—�o�¢�°�„��¸���Á�¦�¸�¥�„�ª�n�µ���…�¸�Ê�Ÿ�¹�Ê�Š�Á�®�¨�º�°�Š���Á�¤�º�É�°�¢�°�„

��¸�Â�¨�o�ª���Á�¦�¸�¥�„�ª�n�µ���…�¸�Ê�Ÿ�¹�Ê�Š��¸�…�µ�ª���ž�¦�³�Ã�¥�•�œ�r�Ä�œ�„�µ�¦�š�Î�µ�Á�š�¸�¥�œ�Å�…���Á�‡�¦�º�É�°�Š��Î�µ�°�µ�Š���Á�ž�}�œ�˜�o�œ
4.Shellac Wax �¡�•�Ä�œ�ž�¦�³�Á�š�«�°�·�œ�Á�—�¸�¥�Å�¤�n�‡�n�°�¥�Å�—�o�Ä�•�o�ž�¦�³�Ã�¥�•�œ�r�Ä�œ�š�µ�Š�„�µ�¦�‡�o�µ����µ�¤�µ�¦�™

�Ä�•�o�œ�Ê�Î�µ�¥�µ�…�´�—�Á�Š�µ�Å�—�o���¤�¸�‹�»�—�®�¨�°�¤�Á�®�¨�ª�š�¸�É������-�������°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥�
14.2.3���Â�ª�„�Ž�r�‹�µ�„�Â�¦�n

Mineral Wax �Á�ž�}�œ��µ�¦�š�¸�É��„�´�—�¤�µ�‹�µ�„�™�n�µ�œ�®�·�œ��¸�œ�Ê�Î�µ�˜�µ�¨�Â�¨�³�™�n�µ�œ�®�·�œ�¨�·�„�Å�œ�˜�r���Ã�—�¥�„�µ�¦
�œ�Î�µ�™�n�µ�œ�®�·�œ�¤�µ�š�Î�µ�Â�®�o�Š�Â�¨�o�ª���Ä�•�o�˜�´�ª�š�Î�µ�¨�³�¨�µ�¥�Ÿ��¤�¦�³�®�ª�n�µ�Š�Â�°�¨�„�°�±�°�¨�r�Â�¨�³�Á�•�œ�Ž�¸�œ���¤�¸�‹�»�—�®�¨�°�¤�Á�®�¨�ª�š�¸�É��
�����������°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥����‡�n�µ�‡�ª�µ�¤�™�n�ª�Š�‹�Î�µ�Á�¡�µ�³�Á�š�n�µ�„�´�•�������������Ä�•�o�š�Î�µ�Á�š�¸�¥�œ�Å�…���Á�ž�}�œ�˜�o�œ

1. �ž�d�Ã�˜�¦�Á�¨�¸�¥�¤�Â�ª�„�Ž�r
�Á�ž�}�œ�Â�ª�„�Ž�r�š�¸�É�Á�„�·�—�‹�µ�„�¡�ª�„�¡�º�•�Â�¨�³��´�˜�ª�r���Á�ž�}�œ�Â�®�¨�n�Š�š�¸�É�Ä�®�•�n�š�¸�É��»�—�…�°�Š��µ�¦�ž�¦�³�„�°�•

�Å�±�Ã�—�¦�‡�µ�¦�r�•�°�œ�…�°�Š�Â�ª�„�Ž�r���ž�d�Ã�˜�¦�Á�¨�¸�¥�¤�Â�ª�„�Ž�r�Á�¦�µ�Ä�•�o�ž�¦�³�Ã�¥�•�œ�r�Ä�œ�Š�µ�œ�š�¸�É��Î�µ�‡�´�•���‡�º�°���„�µ�¦�š�Î�µ�„�¦�³�—�µ�¬�®�n�°
�…�œ�¤���š�Î�µ�Á�š�¸�¥�œ�Å�…���Ä�œ�°�»�˜��µ�®�„�¦�¦�¤�ž�{�‹�‹�»�•�´�œ�œ�¸�Ê�Â�ª�„�Ž�r�š�¸�É�Ä�•�o�Ä�œ��n�ª�œ�Ä�®�•�n�¤�µ�‹�µ�„�ž�d�Ã�˜�¦�Á�¨�¸�¥�¤�Â�ª�„�Ž�r�™�¹�Š��������
�Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r���Â�¨�³�Â�ª�„�Ž�r�‹�µ�„�¡�º�•�Â�¨�³��´�˜�ª�r���������Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r

�ž�d�Ã�˜�¦�Á�¨�¸�¥�¤�Â�ª�„�Ž�r�¤�¸�‡�ª�µ�¤�Â�˜�„�˜�n�µ�Š�„�´�œ�Ä�œ�›�¦�¦�¤�•�µ�˜�·���Ã�—�¥��n�ª�œ�ž�¦�³�„�°�•�…�°�Š
�Å�±�Ã�—�¦�‡�µ�¦�r�•�°�œ�š�¸�É�Á�ž�}�œ�¡�µ�¦�µ�¢�d�œ�Ã�Ž�n�˜�¦�Š���Â�¨�³�Å�°�Ã�Ž�¡�µ�¦�µ�¢�d�œ�Á�ž�}�œ��n�ª�œ�Ä�®�•�n���Ž�¹�É�Š�¤�¸�•�º�É�°�Á�¦�¸�¥�„�˜�n�µ�Š�Ç���„�´�œ�Å�ž��
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�Á�•�n�œ���¡�µ�¦�µ�¢�d�œ�Â�ª�„�Ž�r���Å�¤�Ã�‡�¦�‡�¦�·��˜�´�¨�Å�¨�œ�r�Â�ª�„�Ž�r����microcrystalline wax) �ž�d�Ã�˜�¦�¨�µ�š�´�¤�Â�ª�„�Ž�r����petrolatum 
wax������n�ª�œ�Ä�®�•�n�¤�¸��¼�˜�¦�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�Á�ž�}�œ��C3(CH2)nCH3 �Á�¤�º�É�°��n  18���Á�ž�}�œ�…�°�Š�Â�…�È�Š�š�¸�É�°�»�–�®�£�¼�¤�·�ž�„�˜�·�����������°�Š�«�µ
�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥������Â�¨�³�¤�¸�‡�ª�µ�¤�®�œ�º�—������-������SUS �š�¸�É���������°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥�

�ž�d�Ã�˜�¦�Á�¨�¸�¥�¤�Â�ª�„�Ž�r����µ�¤�µ�¦�™�Â�¥�„�Á�ž�}�œ�•�œ�·�—�˜�n�µ�Š�Ç���Å�—�o�—�´�Š�œ�¸�Ê
�„. �¡�µ�¦�µ�¢�d�œ�Â�ª�„�Ž�r����paraffin wax��
�ž�¦�³�„�°�•�—�o�ª�¥�Å�±�Ã�¦�‡�µ�¦�r�•�°�œ�•�œ�·�—�°�·�É�¤�˜�´�ª����saturated hydrocarbon�����Å�—�o�‹�µ�„�„�µ�¦�„�¨�´�É�œ

�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�®�¨�n�°�¨�º�É�œ�Á�•�µ�Â�¨�³�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�®�¨�n�°�¨�º�É�œ�„�¨�µ�Š���•�µ�Š�š�¸�™�¼�„�Á�¦�¸�¥�„�ª�n�µ�Â�ª�„�Ž�r�š�¸�É�„�¨�´�É�œ�Å�—�o����distillate wax�����—�´�Š��
Figure 3���Ÿ�¨�·�˜�£�´�–�”�r�š�¸�É�„�¨�´�É�œ�°�°�„�¤�µ�Å�—�o�Á�¤�º�É�°�ž�¨�n�°�¥�Ä�®�o�Á�¥�È�œ�¨�Š�‹�³�¤�¸�‹�»�—�®�¨�°�¤�Á�®�¨�ª�š�¸�É������-�������°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥����¤�¸
�Ÿ�¨�¹�„�Á�ž�}�œ�Â�Ÿ�n�œ���Ž�¹�É�Š�Á�ž�}�œ�¡�ª�„�œ�°�¦�r�¤�°�¨�¡�µ�¦�µ�¢�d�œ�Á�ž�}�œ��n�ª�œ�Ä�®�•�n���¤�¸�Å�°�Ã�Ž�¡�µ�¦�µ�¢�d�œ�Â�¨�³�Å�Ž�Ã�‡�¨�¡�µ�¦�µ�¢�d�œ�ž�œ
�°�¥�¼�n�—�o�ª�¥���Ã�—�¥�ž�„�˜�·�Â�¨�o�ª�‡�ª�µ�¤�¥�µ�ª�…�°�Š��µ�¥�Ã�Ž�n�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�°�¥�¼�n�Ä�œ�•�n�ª�Š��C22-C30 �¤�¸�œ�Ê�Î�µ�®�œ�´�„�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�Á�Œ�¨�¸�É�¥�ž�¦�³�¤�µ�–��
������-��������g/mol �Â�¨�³�Á�ž�}�œ�Ÿ�¨�¹�„�•�œ�·�—�®�¥�µ�•�®�¦�º�°�Á�ž�}�œ�Â�Ÿ�n�œ���¡�µ�¦�µ�¢�d�œ�Â�ª�„�Ž�r�°�µ�‹�Â�•�n�Š�˜�µ�¤�ž�¦�·�¤�µ�–�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ����oil 
content�����š�¸�É�¥�´�Š�‡�Š�Ÿ��¤�°�¥�¼�n��µ�¤�µ�¦�™�Â�•�n�Š�¥�n�°�¥�Å�—�o�°�¸�„�—�´�Š�œ�¸�Ê

-��Fully Refined Paraffin Wax �‹�»�—�®�¨�°�¤�Á�®�¨�ª������-�������°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥����Å�¤�n�¤�¸�ž�¦�·�¤�µ�–
�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�Á�¨�¥�®�¦�º�°�™�o�µ�¤�¸�ž�¦�·�¤�µ�–�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�•�o�µ�Š�˜�o�°�Š�¤�¸�œ�o�°�¥�„�ª�n�µ�����������Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r���Ã�—�¥�œ�Ê�Î�µ�®�œ�´�„���Â�¨�³�¤�¸�Á�•�°�¦�r��¸�Á�š�n�µ�„�´�•��
���������®�¦�º�°�¤�µ�„�„�ª�n�µ����ASTM 156-64�����Ž�¹�É�Š�Á�•�°�¦�r��¸�‹�³�™�¼�„�ª�´�—�Ã�—�¥�Ä�•�o��saybolt chromometer scale ���™�o�µ�Á�ž�}�œ��¸
�Á�®�¨�º�°�Š�‹�³�¤�¸�‡�n�µ�Á�š�n�µ�„�´�•�������Â�˜�n�™�o�µ�Á�ž�}�œ��¸�…�µ�ª�Ä��‹�³�¤�¸�‡�n�µ�Á�š�n�µ�„�´�•�������������Å�¤�n�¤�¸�¦����Å�¤�n�¤�¸�„�¨�·�É�œ���Á�œ�º�É�°�Š�‹�µ�„�¤�¸�‡�ª�µ�¤
�•�¦�·��»�š�›�·�Í��¼�Š���Ž�¹�É�Š�Ä�•�o�Ä�œ�„�µ�¦�Á�‡�¨�º�°�•�£�µ�•�œ�³�•�¦�¦�‹�»�°�µ�®�µ�¦���°�»�˜��µ�®�„�¦�¦�¤�¥�µ���Â�¨�³�Á�‡�¦�º�É�°�Š��Î�µ�°�µ�Š

-��Semi-refined Paraffin Wax �®�¦�º�°��Candle Wax �¤�¸�ž�¦�·�¤�µ�–�œ�Ê�Î�µ�œ�o�°�¥�„�ª�n�µ����������
�Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r�Ã�—�¥�œ�Ê�Î�µ�®�œ�´�„���¤�¸�Á�•�°�¦�r��¸�Á�š�n�µ�„�´�•�����������®�¦�º�°�˜�É�Î�µ�„�ª�n�µ���‹�³�¤�¸��¸�‡�¨�Ê�Î�µ�„�ª�n�µ��fully refined paraffin wax 
�Â�¨�³�¥�´�Š�¤�¸��¤�•�´�˜�·�°�º�É�œ�Ç���—�o�°�¥�„�ª�n�µ�°�¸�„�—�o�ª�¥

-��Scale Wax �¤�¸�ž�¦�·�¤�µ�–�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ����-�����Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r���Ã�—�¥�œ�Ê�Î�µ�®�œ�´�„�®�¦�º�°�°�µ�‹��¼�Š�™�¹�Š������
�Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r���Â�ª�„�Ž�r�•�œ�·�—�œ�¸�Ê�¤�¸�‹�»�—�®�¨�°�¤�Á�®�¨�ª�˜�É�Î�µ�™�¹�Š�������°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥����¤�¸��¸�Á�®�¨�º�°�Š���Â�¨�³�¤�¸�Á�•�°�¦�r��¸��������

Figure 3. Chemical structure of paraffin wax
Source:  Petroleum��wax overview����2009. (�°�°�œ�Å�¨�œ�r). ��º�•�‡�o�œ�‹�µ�„:                              

http://igiwax.com/wax-basics/overview/ (9 �¡�§�«�‹�·�„�µ�¥�œ��2552).
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�� �����������������������������…�����Å�¤�Ã�‡�¦�‡�¦�·��˜�´�¨�Å�¨�œ�r�Â�ª�„�Ž�r����microcrystalline wax��
         �ž�¦�³�„�°�•�—�o�ª�¥�°�´�¨�Á�‡�œ�•�œ�·�—�°�·�É�¤�˜�´�ª�Á�ž�}�œ�Ã�Ž�n�„�·�É�Š���Â�¨�³�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�Á�ž�}�œ�ª�Š�„�¨�¤�¤�µ�„�ª�n�µ�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨

�Ã�Ž�n�˜�¦�Š���¤�¸�‹�Î�µ�œ�ª�œ�‡�µ�¦�r�•�°�œ�°�³�˜�°�¤�Ä�œ��µ�¥�Ã�Ž�n�ž�¦�³�¤�µ�–������-�������°�³�˜�°�¤���Å�—�o�‹�µ�„�„�µ�¦�œ�Î�µ�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�®�¨�n�°�¨�º�É�œ
�®�œ�´�„�¤�µ�„�¨�´�É�œ���¤�¸�‹�»�—�®�¨�°�¤�Á�®�¨�ª�•�n�ª�Š������-���������°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥����¤�¸�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�Ä�®�•�n�Â�¨�³�¤�¸�‡�ª�µ�¤�®�œ�º�—��¼�Š�„�ª�n�µ�¡�ª�„
�¡�µ�¦�µ�¢�d�œ�Â�ª�„�Ž�r���Ã�—�¥�ž�„�˜�·�™�o�µ�•�¦�·��»�š�›�·�Í�‹�³�¤�¸��¸�…�µ�ª���•�µ�Š�š�¸�¤�¸��¸�Á�®�¨�º�°�Š����¸�š�°�Š���Â�¨�³��¸�œ�Ê�Î�µ�˜�µ�¨���¤�¸�ž�¦�·�¤�µ�–�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ��
������-�����Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r���Ã�—�¥�œ�Ê�Î�µ�®�œ�´�„���¤�¸�œ�Ê�Î�µ�®�œ�´�„�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�Á�š�n�µ�„�´�•��������-���������š�Î�µ�Ä�®�o�¥�µ�„�Ä�œ�„�µ�¦�ª�·�Á�‡�¦�µ�³�®�r�®�µ
�°�Š�‡�r�ž�¦�³�„�°�•���Á�ž�}�œ�Â�ª�„�Ž�r�š�¸�É�¤�¸�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�Ã�Ž�n�„�·�É�Š�Á�ž�}�œ��n�ª�œ�Ä�®�•�n���—�´�Š�œ�´�Ê�œ�š�Î�µ�Ä�®�o�Â�ª�„�Ž�r�¤�¸�Ã�‡�¦�Š��¦�o�µ�Š�Á�ž�}�œ�Â�•�•�Ÿ�¨�¹�„
�¨�³�Á�°�¸�¥�—�…�œ�µ�—�Á�¨�È�„���œ�Î�µ��slack wax �š�¸�É�Å�—�o�‹�µ�„�„�µ�¦�„�¨�´�É�œ�®�œ�´�„����heavy distillation�����®�¦�º�°�„�µ�„�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�¤�µ��„�´�—
�—�o�ª�¥�˜�´�ª�š�Î�µ�¨�³�¨�µ�¥�Á�°�µ�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�°�°�„���Ä�œ��n�ª�œ�…�°�Š�˜�´�ª��„�´�—�‹�³�¤�¸�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�ž�œ�°�¥�¼�n�‹�³�œ�Î�µ�¤�µ�Ÿ�¨�·�˜�Å�¤�Ã�‡�¦�‡�¦�·��˜�´�¨��
�Â�ª�„�Ž�r�Å�—�o

�‡�����ž�d�Ã�˜�¦�¨�µ�š�´�¤����petrolatum �®�¦�º�°��petroleum jelly��
�ž�¦�³�„�°�•�—�o�ª�¥�Å�°�Ã�Ž�¡�µ�¦�µ�¢�d�œ�Â�¨�³�Å�Ž�Ã�‡�¨�¡�µ�¦�µ�¢�d�œ�Á�ž�}�œ��n�ª�œ�Ä�®�•�n�Â�¨�³�¤�¸�°�³�Ã�¦�¤�µ�˜�·�„

�ž�œ�°�¥�¼�n�•�o�µ�Š���¤�¸�ž�¦�·�¤�µ�–�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ��¼�Š���¤�¸�¨�´�„�¬�–�³�Á�®�œ�¸�¥�ª�®�œ�º�—���ž�d�Ã�˜�¦�¨�µ�š�´�¤�ž�¦�³�„�°�•�Å�ž�—�o�ª�¥�Å�¤�Ã�‡�¨�‡�¦�·��˜�´�¨��
�Å�¨�œ�r�Â�ª�„�Ž�r���Â�˜�n�Å�¤�n�Ä�•�n�ª�n�µ�Å�¤�Ã�‡�¨�‡�¦�·��˜�´�¨�Å�¨�œ�r�Â�ª�„�Ž�r�Á�ž�}�œ�ž�d�Ã�˜�¦�¨�µ�š�´�¤���—�´�Š�œ�´�Ê�œ�ž�d�Ã�˜�¦�¨�µ�š�´�¤�‹�¹�Š�…�¹�Ê�œ�°�¥�¼�n�„�´�•
�Ã�‡�¦�Š��¦�o�µ�Š���Â�¨�³�œ�Ê�Î�µ�®�œ�´�„�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�…�°�Š�Â�ª�„�Ž�r�¤�µ�„�„�ª�n�µ�‹�³�…�¹�Ê�œ�°�¥�¼�n�„�´�•�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�ž�d�Ã�˜�¦�Á�¨�¸�¥�¤�š�¸�É��„�´�—�Â�¨�o�ª���ž�d�Ã�˜�¦
�¨�µ�š�´�¤��µ�¤�µ�¦�™�Ÿ�¨�·�˜�¤�µ�‹�µ�„��n�ª�œ�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�®�¨�n�°�¨�º�É�œ�®�œ�´�„����heavy lubricating oil cut�����Ã�—�¥�ª�·�›�¸�„�µ�¦�Ä�•�o�˜�´�ª�š�Î�µ
�¨�³�¨�µ�¥�Â�¨�³�˜�„�˜�³�„�°�œ�š�¸�É�°�»�–�®�£�¼�¤�·�®�o�°�Š���‹�³�¤�¸��™�µ�œ�³�„�¹�É�Š�Â�…�È�Š�„�¹�É�Š�Á�®�¨�ª�Â�¨�³�‡�ª�µ�¤�®�œ�º�—�ž�¦�·�¤�µ�–������-��������SUS 
�š�¸�É�°�»�–�®�£�¼�¤�·���������°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥����‹�»�—�®�¨�°�¤�Á�®�¨�ª�°�¥�¼�n�Ä�œ�•�n�ª�Š������-�������°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥����¤�¸�ž�¦�·�¤�µ�–�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�¤�µ�„�„�ª�n�µ��
�������Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r�Ã�—�¥�ž�¦�·�¤�µ�˜�¦���¦�³�—�´�•�„�µ�¦�š�Î�µ�Ä�®�o�•�¦�·��»�š�›�·�Í�…�¹�Ê�œ�„�´�•�„�µ�¦�œ�Î�µ�Å�ž�Ä�•�o�Š�µ�œ���Ž�¹�É�Š�˜�o�°�Š�¤�¸�‡�»�–��¤�•�´�˜�·�š�¸�É
�Á�®�¤�µ�³��¤

14.2.�������Â�ª�„�Ž�r��´�Š�Á�‡�¦�µ�³�®�r�Ä�œ�š�µ�Š�Á�‡�¤�¸
�„�µ�¦��´�Š�Á�‡�¦�µ�³�®�r�Â�ª�„�Ž�r�š�Î�µ�Å�—�o�®�¨�µ�¥�ª�·�›�¸���—�´�Š�˜�n�°�Å�ž�œ�¸�Ê
�„�� �Ã�¡�¨�¸�Á�°�›�·�¨�¸�œ�š�Î�µ�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�„�´�•�Å�±�—�¦�°�„�Ž�¸�„�¦�»�p�ž���‹�³�Å�—�o�Ã�¡�¨�¸�Á�°�›�·�¨�¸�œ�Â�ª�„�Ž�r�š�¸�É�¤�¸�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨

�ž�¦�³�¤�µ�–����������
�…�� �Á�°�›�·�¨�¸�œ�°�°�„�Å�Ž�—�r�¦�ª�¤�„�´�•�Å�—�Å�±�—�¦�·�„�Â�°�¨�„�°�±�°�¨�r���‹�³�Å�—�o�Ã�¡�¨�·�°�°�„�Ž�·�Á�°�›�·�¨�¸�œ�Å�„�¨�‡�°�¨
�‡��  �ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�‡�¨�°�¦�·�Á�œ�•�´�É�œ�…�°�Š�Â�œ�¢�š�µ�¨�¸�œ���‹�³�Å�—�o�±�µ�Ã�¨�Â�ª�„�Ž�r
�Š�������Â�ª�„�Ž�r�ž�¦�³�Á�£�š�‡�¸�Ã�˜�œ�¤�¸�š�´�Ê�Š�š�¸�É�Á�ž�}�œ��µ�¥�Ã�Ž�n�Â�¨�³�Â�•�•�Á�ž�}�œ�ª�Š����cyclic��

�����������‹�µ�„�‡�¸�Ã�˜�œ�Â�•�•�Á�—�¸�¥�ª�„�´�œ���Ã�—�¥�Ä�•�o�˜�´�ª�Á�¦�n�Š�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�Ž�¹�É�Š�Á�ž�}�œ�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ
�������������������‹�µ�„�‡�¸�Ã�˜�œ�Å�¤�n�Ä�•�o�Â�•�•�Á�—�¸�¥�ª�„�´�œ���Ä�•�o�ª�·�›�¸�¢�¦�¸�Á�—�¨�„�¦�µ�¢�š�r�…�°�Š�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ
�‹�������Á�°�Å�¤�—�r����amide�����š�Î�µ�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�„�´�•�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�š�Î�µ�Ä�®�o��µ�¥�Ã�Ž�n�¥�µ�ª�…�¹�Ê�œ�Ã�—�¥�Ä�•�o�‡�ª�µ�¤�¦�o�°�œ
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�Œ�������°�·�¤�Å�¤�—�r����imide�����Ž�¹�É�Š�Å�—�o�‹�µ�„�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�„�µ�¦�‡�ª�•�Â�œ�n�œ���¦�³�®�ª�n�µ�Š�¡�µ�›�µ�¦�·�‡�Â�°�œ�Å�±�Å�—�¦�—�r��
��phthalic anhydride�����„�´�•�°�³�¨�·�¢�µ�˜�·�„�Á�°�¤�¸�œ�ž�“�¤�£�¼�¤�·����primary aliphatic amine�����‹�³�Å�—�o�¡�µ�›�µ�¨�·�Å�¤�—�r��
��phthalimide�����Ä�•�o�Ä�œ�„�µ�¦�…�´�—�Á�Š�µ�Â�¨�³�°�»�˜��µ�®�„�¦�¦�¤�„�¦�³�—�µ�¬

15. การนําเอนไซมไลเปสไปประยุกตใชในการผลิตแวกซเอสเทอร

�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Â�ª�„�Ž�r�Á�°��Á�š�°�¦�r�Å�—�o�¤�¸�„�µ�¦�«�¹�„�¬�µ�°�¥�n�µ�Š�„�ª�o�µ�Š�…�ª�µ�Š���Á�œ�º�É�°�Š�‹�µ�„�Â�ª�„�Ž�r�Á�°��Á�š�°�¦�r�Á�ž�}�œ
�°�Š�‡�r�ž�¦�³�„�°�•�š�¸�É��Î�µ�‡�´�•�Ä�œ�°�»�˜��µ�®�„�¦�¦�¤�˜�n�µ�Š�Ç���®�¨�µ�¥�—�o�µ�œ���Á�•�n�œ���Á�ž�}�œ��µ�¦�®�¨�n�°�¨�º�É�œ���¦�´�„�¬�µ�‡�ª�µ�¤�•�»�n�¤�•�º�Ê�œ��
��µ�¤�µ�¦�™�…�¹�Ê�œ�¦�¼�ž�Š�µ�œ�ž�{�•�œ�Å�—�o���Â�¨�³�Å�—�o�¤�¸�„�µ�¦�«�¹�„�¬�µ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Â�ª�„�Ž�r�Á�°��Á�š�°�¦�r�Ã�—�¥�„�µ�¦�Ä�•�o�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��Å�—�o�¦�´�•
�‡�ª�µ�¤��œ�Ä�‹�¤�µ�„�…�¹�Ê�œ���Ã�—�¥�„�µ�¦�š�Î�µ�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�—�´�Š��Figure 4���Â�˜�n�„�¦�³�•�ª�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Â�ª�„�Ž�r�Á�°��Á�š�°�¦�r�š�¸�É�Ÿ�n�µ�œ�¤�µ
��n�ª�œ�Ä�®�•�n�Á�ž�}�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�š�µ�Š�Á�‡�¤�¸���Ž�¹�É�Š��µ�¤�µ�¦�™�š�Î�µ�Ä�®�o�Á�„�·�—�°�´�œ�˜�¦�µ�¥�˜�n�°�Ÿ�¼�o�ž�’�·�•�´�˜�·�Š�µ�œ�°�¸�„�š�´�Ê�Š��n�Š�Ÿ�¨�Á��¸�¥�˜�n�°
��·�É�Š�Â�ª�—�¨�o�°�¤����Figure 5������n�ª�œ�„�¦�³�•�ª�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Ã�—�¥�Ä�•�o�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž����¤�¸�…�o�°�—�¸���‡�º�°���Á�ž�}�œ�¤�·�˜�¦�˜�n�°
��·�É�Š�Â�ª�—�¨�o�°�¤���¦�³�¥�³�Á�ª�¨�µ�Ä�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜��´�Ê�œ���Å�¤�n��·�Ê�œ�Á�ž�¨�º�°�Š�¡�¨�´�Š�Š�µ�œ��

Poisson �Â�¨�³�‡�–�³����1999�����Å�—�o�«�¹�„�¬�µ�„�µ�¦��´�Š�Á�‡�¦�µ�³�®�r�Â�ª�„�Ž�r�Á�°��Á�š�°�¦�r�‹�µ�„�Å�…�¤�´�œ�œ�¤�Â�¨�³
�Ã�°�¨�·�°�·�¨�Â�°�¨�„�°�±�°�¨�r�Ã�—�¥�Ä�•�o�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��‹�µ�„�Á�•�º�Ê�°��Alcaligenes sp. �Â�¨�³C. viscosum �š�Î�µ�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�Ã�—�¥
�°�´�˜�¦�µ��n�ª�œ�Ã�¤�¨�…�°�Š�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�Â�¨�³�Â�°�¨�„�°�±�°�¨�r�Á�š�n�µ�„�´�•��1:1 �š�Î�µ�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�Ä�œ��eppendrof 1.5 �¤�·�¨�¨�·�¨�·�˜�¦��
�Á�˜�·�¤�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž���30 �¤�·�¨�¨�·�„�¦�´�¤���š�Î�µ�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�š�¸�É�°�»�–�®�£�¼�¤�·��60 �°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥����‡�ª�µ�¤�Á�¦�È�ª�¦�°�•��1000 �¦�°�•
�˜�n�°�œ�µ�š�¸���Á�ž�}�œ�Á�ª�¨�µ��166 �•�´�É�ª�Ã�¤�Š���¡�•�ª�n�µ��µ�¤�µ�¦�™�Ÿ�¨�·�˜�Â�ª�„�Ž�r�Á�°��Á�š�°�¦�r�Å�—�o��65 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r

Salis �Â�¨�³�‡�–�³����2002�����Å�—�o�š�Î�µ�„�µ�¦�«�¹�„�¬�µ�„�µ�¦��´�Š�Á�‡�¦�µ�³�®�r�Â�ª�„�Ž�r�Á�°��Á�š�°�¦�r�‹�µ�„��heavy 
fraction �‹�µ�„�Å�…�¤�´�œ�…�°�Š�œ�Ê�Î�µ�œ�¤�Â�„�³�Â�¨�³�Ž�¸�š�·�¨�Â�°�¨�„�°�±�°�¨�r�Ã�—�¥�Ä�•�o�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��˜�¦�¹�Š�¦�¼�ž��2 �•�œ�·�—���‡�º�°��
Lipozyme RMIM �Â�¨�³��Novozym 435 �š�Î�µ�„�µ�¦�•�´�É�Š��heavy triglyceride fraction 40.9 �¤�·�¨�¨�·�„�¦�´�¤�����œ�Ê�Î�µ�®�œ�´�„
�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�Á�Œ�¨�¸�É�¥= 706.1 �„�¦�´�¤�˜�n�°�Ã�¤�¨�����¨�³�¨�µ�¥�—�o�ª�¥�Á�±�„�Á�Ž�œ��5 �¤�·�¨�¨�·�¨�·�˜�¦���Ÿ��¤�„�´�•�Ž�¸�š�·�¨�Â�°�¨�„�°�±�°�¨�r��42.2 
�¤�·�¨�¨�·�„�¦�´�¤���Á�˜�·�¤�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�˜�¦�¹�Š�¦�¼�ž��50 �¤�·�¨�¨�·�„�¦�´�¤���š�Î�µ�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�Ä�œ�®�¨�°�—� �µ�Á�„�¨�¸�¥�ª���œ�Î�µ�Å�ž�•�n�¤�š�¸�É�°�»�–�®�£�¼�¤�·��35 
�°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥� �¡�•�ª�n�µ���Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž���Lipozyme RM IM ��µ�¤�µ�¦�™��´�Š�Á�‡�¦�µ�³�®�r�Â�ª�„�Ž�r�Á�°��Á�š�°�¦�r�Å�—�o��¼�Š��»�—
�š�¸�É��84.1 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r���Ã�—�¥�Å�—�o�Ž�¸�š�·�¨�ž�µ�¨�r�¤�·�Á�š�˜��41.9 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r���š�¸�É�Á�ª�¨�µ��5 �•�´�É�ª�Ã�¤�Š

Radzi �Â�¨�³�‡�–�³�� ��2005���� �«�¹�„�¬�µ��£�µ�ª�³�š�¸�É�Á�®�¤�µ�³��¤�Ä�œ�„�µ�¦�Á�¡�·�É�¤�…�œ�µ�—�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Â�ª�„�Ž�r
�Á�°��Á�š�°�¦�r�•�œ�·�—�Á�®�¨�ª�‹�µ�„�„�¦�—�Ã�°�¨�·�°�·�„�Â�¨�³�Ã�°�¨�·�°�·�¨�Â�°�¨�„�°�±�°�¨�r�Ã�—�¥�Ä�•�o�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž��˜�¦�¹�Š�¦�¼�ž�� �Ž�¹�É�Š�‹�³�š�Î�µ
�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�Ä�œ�™�´�Š�®�¤�´�„�…�œ�µ�—��1 �¨�·�˜�¦���¡�•�ª�n�µ�•�n�ª�Š�Á�ª�¨�µ�š�¸�É�Á�®�¤�µ�³��¤�Ä�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜��30 �œ�µ�š�¸���š�¸�É�°�»�–�®�£�¼�¤�·��37 �°�Š�«�µ
�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥��� �°�´�˜�¦�µ��n�ª�œ�…�°�Š�„�¦�—�Ã�°�¨�·�°�·�„�„�´�•�Ã�°�¨�·�°�·�¨�Â�°�¨�„�°�±�°�¨�r�Á�š�n�µ�„�´�•��1:2  �ž�¦�·�¤�µ�–�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r��90 �„�¦�´�¤����������
�Á�±�„�Á�Ž�œ��600 �¤�·�¨�¨�·�¨�·�˜�¦���‡�ª�µ�¤�Á�¦�È�ª��400 �¦�°�•�˜�n�°�œ�µ�š�¸���Â�¨�³��µ�¤�µ�¦�™�Ÿ�¨�·�˜�Å�—�o�¤�µ�„�„�ª�n�µ��90 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r���°�¸�„�š�´�Ê�Š
��µ�¤�µ�¦�™�œ�Î�µ�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�„�¨�´�•�¤�µ�Ä�•�o�Ä�®�¤�n�Å�—�o�°�¸�„��6 �‡�¦�´�Ê�Š
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Nishio �Â�¨�³��Kamimura (1985) �«�¹�„�¬�µ�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�Á�°��Á�š�°�¦�·�¢�d�Á�‡�•�´�É�œ�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�
�°�¥�n�µ�Š�®�¥�µ�•�‹�µ�„��Pseudomonas fragi 22.39B �Ä�œ�Á�±�„�Á�Ž�œ �Ã�—�¥�Ä�•�o�„�¦�—�ž�µ�¨�r�¤�·�˜�·�„�Â�¨�³�Ž�¸�š�·�¨�Â�°�¨�„�°�±�°�¨�r
�°�´�˜�¦�µ��n�ª�œ��1:1 �Ä�œ�Á�±�„�Á�Ž�œ��20 �¤�·�¨�¨�·�¨�·�˜�¦�� �ž�¦�·�¤�µ�–�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r��10 �¤�·�¨�¨�·�„�¦�´�¤�� �•�n�¤�š�¸�É��25 �°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥���
�‡�ª�µ�¤�Á�¦�È�ª�Ä�œ�„�µ�¦�Á�…�¥�n�µ��100 �¦�°�•�˜�n�°�œ�µ�š�¸�� �¡�•�ª�n�µ��µ�¤�µ�¦�™��´�Š�Á�‡�¦�µ�³�®�r�Â�ª�„�Ž�r�Á�°��Á�š�°�¦�r�Å�—�o��96 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r�� �š�¸�É
�Á�ª�¨�µ��4 �•�´�É�ª�Ã�¤�Š�� �Â�¨�³��µ�¤�µ�¦�™�œ�Ê�Î�µ�„�¨�´�•�¤�µ�Ä�•�o�Ä�®�¤�n�Å�—�o��6 �‡�¦�´�Ê�Š�� �Ž�¹�É�Š�Ä�®�o�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�„�µ�¦��´�Š�Á�‡�¦�µ�³�®�r�š�¸�É��86 
�Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r

                                                                                    
      CH3-(CH2)16-COOH                    
            (stearic acid)                           Oleyl  alcohol                               Oleyl stearate      

  Fatty acid                           long chain alcohol                                Wax ester

Figure 4. Wax esters synthesis by esterification of lipase.
Source: Modified from Herdt et al. (2009). 

Figure 5. Wax esters production by chemical and enzymatic methods.
Source: Petersson et al. (2005).
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16. การนําแวกซเอสเทอรไปใชประโยชน

1. อุตสาหกรรมเทียนไข (Candle marketing industries)
�Ä�œ�°�»�˜��µ�®�„�¦�¦�¤�„�µ�¦�š�Î�µ�Á�š�¸�¥�œ�Å�…�‹�³�Ä�•�o�ž�d�Ã�˜�¦�Á�¨�¸�¥�¤�Â�ª�„�Ž�r�¤�µ�Á�ž�}�œ�°�´�œ�—�´�•�®�œ�¹�É�Š���Ã�—�¥�ž�„�˜�·

�‹�³�Ä�•�o�¡�µ�¦�µ�¢�d�œ�Â�ª�„�Ž�r�ž�¦�³�Á�£�š��fully refined paraffin wax �Á�ž�}�œ�°�Š�‡�r�ž�¦�³�„�°�•�®�¨�´�„���œ�°�„�‹�µ�„�œ�¸�Ê�¥�´�Š�Á�˜�·�¤
��µ�¦�Á�˜�·�¤�Â�˜�n�Š����additive�����Á�•�n�œ���„�¦�—��Á�˜�¸�¥�¦�·�„�����Â�ª�„�Ž�r��´�Š�Á�‡�¦�µ�³�®�r�����ž�µ�¨�r�¤�Â�ª�„�Ž�r���Â�¨�³�Å�¤�Ã�‡�¦�‡�¦�·��˜�´�¨�Â�ª�„�Ž�r��
�Ÿ�¨�·�˜�Ã�—�¥�„�µ�¦�Ä�•�o�Â�¤�n�¡�·�¤�¡�r���Â�˜�n�Ä�œ�ž�{�‹�‹�»�•�´�œ�Ã�¦�Š�Š�µ�œ�Ä�®�•�n�Ç���¤�¸�„�µ�¦�Ä�•�o�ª�·�›�¸�°�´�—�¦�¸�—����extrusion�����„�´�œ�°�¥�n�µ�Š
�„�ª�o�µ�Š�…�ª�µ�Š

2. อุตสาหกรรมกระดาษ (paper industries)
�Ä�•�o�Á�ž�}�œ��sizing agent �Ž�¹�É�Š�š�Î�µ�Ä�®�o�„�¦�³�—�µ�¬�¤�¸�‡�»�–�£�µ�¡�š�¸�É�—�¸�…�¹�Ê�œ���Á�•�n�œ���¨�—�„�µ�¦�¤�o�ª�œ�Š�°�…�°�Š

�„�¦�³�—�µ�¬���Á�¡�·�É�¤�‡�ª�µ�¤�˜�o�µ�œ�š�µ�œ�œ�Ê�Î�µ���®�¤�¹�„���Â�¨�³�„�¦�—���œ�°�„�‹�µ�„�œ�¸�Ê�¥�´�Š�Ä�•�o�š�Î�µ�„�¦�³�—�µ�¬�Ÿ�·�ª�Á�ž�}�œ�¤�´�œ���Â�¨�³�¥�´�Š�Ä�•�o�Ä�œ
�„�µ�¦�Á�‡�¨�º�°�•�Á�¡�º�É�°�Á�¡�·�É�¤�‡�ª�µ�¤�Â�…�È�Š�Â�¦�Š���Á�•�n�œ�„�¦�³�—�µ�¬�Å�…���Á�‡�¨�º�°�•�—�o�µ�œ�Ä�œ�…�°�Š�„�¨�n�°�Š�•�¦�¦�‹�»�°�µ�®�µ�¦     

3. อุตสาหกรรมบรรจุภัณฑ (packaging industry)
��Î�µ�®�¦�´�•�„�¦�³�—�µ�¬�š�¸�É�Ä�•�o�Ä�œ�„�µ�¦�•�¦�¦�‹�»�£�´�–�”�r����packaging paper�����Â�¨�³�®�¸�•�®�n�°����wrapping 

paper�� �¤�´�„�‹�³�ž�¦�´�•�ž�¦�»�Š�‡�»�–�£�µ�¡�Ä�œ�„�µ�¦�œ�Î�µ�Å�ž�Ä�•�o�ž�¦�³�Ã�¥�•�œ�r���Ž�¹�É�Š�„�¦�³�•�ª�œ�„�µ�¦�œ�¸�Ê�‹�³�¦�ª�¤�Å�ž�™�¹�Š�„�µ�¦�š�Î�µ
�„�¦�³�—�µ�¬�Ä�®�o�¤�¸�‡�ª�µ�¤�˜�o�µ�œ�š�µ�œ�˜�n�°�œ�Ê�Î�µ�Â�¨�³�Å�°�œ�Ê�Î�µ���œ�°�„�‹�µ�„�œ�¸�Ê�¥�´�Š�¦�ª�¤�Å�ž�™�¹�Š�„�µ�¦�Á�¡�·�É�¤�„�µ�¦�š�œ�˜�n�°�Â�¦�Š�—�¹�Š�Ä�®�o�„�´�•
�„�¦�³�—�µ�¬

4.  สารประกอบอุตสาหกรรมยาง (rubber compounding)
�ž�d�Ã�˜�¦�Á�¨�¸�¥�¤�Â�ª�„�Ž�r�™�¼�„�Ä�•�o�Ä�œ�°�»�˜��µ�®�„�¦�¦�¤�¥�µ�Š���Á�¡�º�É�°�š�¸�É�‹�³�¨�—�Â�¨�³�ž�j�°�Š�„�´�œ�„�µ�¦�Â�˜�„��¨�µ�¥

�Á�œ�º�É�°�Š�‹�µ�„�Ã�°�Ã�Ž�œ�…�°�Š�¡�´�œ�›�³�‡�¼�n�Ä�œ�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�¥�µ�Š���Ã�—�¥�‹�³�š�Î�µ�„�µ�¦�¨�³�¨�µ�¥�Ä�œ�¥�µ�Š�š�¸�É�š�Î�µ�ª�´�¨�‡�µ�Å�œ�Á�Ž�•�´�É�œ��
��vulcanization�����Â�˜�n�‹�³�Á�…�o�µ�„�´�œ�Å�¤�n�Å�—�o�®�¦�º�°�Å�¤�n�¨�³�¨�µ�¥�Á�¤�º�É�°�¥�µ�Š�¤�¸�°�»�–�®�£�¼�¤�·�˜�É�Î�µ�¨�Š���ž�d�Ã�˜�¦�Á�¨�¸�¥�¤�Â�ª�„�Ž�r�‹�³�Á�„�·�—�Á�ž�}�œ
�Â�Ÿ�n�œ�Á�„�µ�³�š�¸�É�Ÿ�·�ª�®�œ�o�µ�…�°�Š�¥�µ�Š�Ž�¹�É�Š�‡�¨�o�µ�¥�„�´�•�„�µ�¦�ž�j�°�Š�„�´�œ�š�µ�Š�„�µ�¥�£�µ�¡�‹�µ�„�„�µ�¦�™�¼�„�Ã�°�Ã�Ž�œ�Â�¨�³�°�µ�„�µ�«���Ã�—�¥
�ž�„�˜�·�‹�³�Ä�•�o�ž�d�Ã�˜�¦�Á�¨�¸�¥�¤�Â�ª�„�Ž�r�•�œ�·�—���¡�µ�¦�µ�¢�d�œ�Â�ª�„�Ž�r�Ä�œ�ž�¦�·�¤�µ�–��������-�����Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r���…�°�Š�œ�Ê�Î�µ�®�œ�´�„

5. สารขัดเงา (polishes)
�ž�d�Ã�˜�¦�Á�¨�¸�¥�¤�Â�ª�„�Ž�r��µ�¤�µ�¦�™�Ä�•�o�Ÿ��¤�„�´�•��µ�¦�Á�‡�¤�¸�°�º�É�œ�Ç���Á�¡�º�É�°�Á�ž�}�œ��µ�¦�…�´�—�Á�Š�µ�Å�—�o���Ã�—�¥�Â�ª�„�Ž�r

�‹�³�„�¦�³�‹�µ�¥�°�¥�¼�n�Ä�œ�˜�´�ª�š�Î�µ�¨�³�¨�µ�¥�°�·�œ�š�¦�¸�¥�r�š�¸�É�¦�³�Á�®�¥�Å�—�o���®�¦�º�°�„�¦�³�‹�µ�¥�°�¥�¼�n�Ä�œ�˜�´�ª�…�°�Š�Á�®�¨�ª����equeous 
dispersions�����Á�•�n�œ���‡�¦�¸�¤
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บทที่ 2 

วัสดุ อุปกรณ และวิธีการวิจัย

วัสดุ 

1. ตัวอยางที่ใชแยกเชื้อและสกัดไขมัน

1.1 ตัวอยางที่ใชสําหรับการแยกแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซมไลเปส
ตัวอยางที่นํามาแยกแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซมไลเปสมีทั้งตัวอยางดินและ

ตัวอยางน้ําโดยเก็บตัวอยางดินรอบๆ บริเวณบอดักไขมัน ทั้งหมด 10 จุด จุดละ 100 กรัม และ
ตัวอยางน้ําเสียหรือน้ําทิ้งที่มีการปนเปอนของน้ํามันและไขมันจากบอบําบัดน้ําเสียจํานวน 10 จุด คือ 
บอดักไขมันจํานวน 2 จุด คูปลอยน้ําทิ้ง 2 จุด บอพักของกากตะกอน 2 จุด ถัง grease trap 2 จุด และ
บอพักน้ําเสีย 2 จุด โดยตัวอยางทั้งหมดเปนของโรงงานสงขลาแคนนิ่ง จํากัด (มหาชน) ในอําเภอ
เมืองสงขลา จังหวัดสงขลา ซึ่งเปนโรงงานผลิตปลาบรรจุกระปอง

1.2    ตัวอยางน้ําเสียรวมเพื่อนํามาวิเคราะหองคประกอบทางเคมี
ทําการเก็บตัวอยางน้ําเสีย โดยเก็บจากทอรวมน้ําเสียที่ไหลลงสูบอดักไขมัน 

1.3 ตัวอยางกอนไขมันในบอดักไขมันเพื่อนํามาสกัดไขมันที่ใชเปนสารตั้งตนในการสังเคราะห
แวกซเอสเทอร

ทําการเก็บตัวอยางกอนไขมันในบอดักไขมันเปนตัวอยางจากกอนไขมันที่ลอยตัว
หนาประมาณ 1 ฟุต ในบอดักไขมัน ทําการเก็บจากผิวหนาของไขมันในระดับความลึกประมาณ 10 
เซนติเมตร เก็บปริมาณมากเพื่อนํามาสกัดดวยเฮกเซน โดยทําการสกัดทันที ไขมันที่สกัดไดจะเก็บ
ในสภาวะสุญญากาศดวยแกสไนโตรเจน ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส

2. อาหารเลี้ยงเชื้อพื้นฐาน 

อาหารเหลวพื้นฐาน (basal medium) (ดัดแปลงจาก Chaiyaso, 2007) ซึ่งในอาหาร 
1 ลิตร ประกอบดวย ทริปโตน 1.0 กรัม, ยีสตสกัด 1.0 กรัม, K2HPO4 2.0 กรัม, KH2PO4 1.0  กรัม, 
(NH4)2SO4 1.0 กรัม, MgSO4.7H2O 0.2 กรัม และ CaCl2 0.15 กรัม พีเอช 6.0 เติมน้ํามันปลาจากน้ํานึ่ง
ปลาปริมาณ 1.0 เปอรเซ็นต กรณีเปนอาหารแข็งพื้นฐานจะเติมผงวุน 1.5 เปอรเซ็นต ลงในอาหาร
เหลวพื้นฐาน
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3. สารเคมี

4.1 สารเคมีที่ใชในการวิเคราะหกิจกรรมเอนไซมไลเปสตามวิธี Lee และ Rhee (1993)
4.2 สารเคมีที่ใชวิเคราะหปริมาณโปรตีนตามวิธี Lowry และคณะ (1951)

สารเคมีที่ใชในการวิเคราะหทั้งหมดเปนสารเคมีเกรดวิเคราะห (Analytical grade)

อุปกรณ

1. เครื่องชั่ง 2 ตําแหนง รุน HF-1200 บริษัท A&D 
2. เครื่องชั่ง 4 ตําแหนง รุน BP 210 s บริษัท Sartorius
3. ตูปลอดเชื้อ (Laminar air flow) รุน 5227044 บริษัท Hotpack
4. เครื่องอางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath) รุน W350 บริษัท Memmert
5. หมอนึ่งฆาเชื้อความดันไอ (Autoclave) รุน SS-325 บริษัท Tomy Seiko 
6. เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน 420A บริษัท Orion Research
7. กลองจุลทรรศน รุน YS100 บริษัท Nikon
8. เครื่องวัดคาดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน U-2000 บริษัท Hitachi
9. โถดูดความชื้น (Desiccator)
10. เครื่องหมุนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ (Centrifuge) รุน 5203 บริษัท Hitachi
11. เครื่องหมุนเหวี่ยง (centrifuge) ชนิดควบคุมอุณหภูมิ รุน Universal 32R บริษัท eppendrof
12. ตูอบ (hot air oven) รุน MOV 212 บริษัท Sanyo Electric
13. เครื่อง Thin-layer chromatography/Flame Ionization Detection analyzer (TLC/FID       

analyzer) รุน Iatroscan MK5 บริษัท Iatron Laboratories 
14. เครื่องระเหยแหงแบบสุญญากาศ (Rotary vacuum evaporator) รุน N-100 บริษัท Eyela
15. เครื่องเขยา รุน 3005 บริษัท Lab-Line 

วิธีการวิเคราะห

1. การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมไลเปส
     ใชวิธี Two-phase emulsion method ดัดแปลงจากวิธีการของ Lee และ Rhee (1993)

1.1. สารผสมในปฏิกิริยา
       สารผสมในปฏิกิริยาประกอบดวยน้ํามันปาลมความเขมขนรอยละ 10 (ปริมาตร/

ปริมาตร) ที่ละลายในไอโซออกเทน สารละลาย Tris-HCl buffer ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร พีเอช 
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6.0 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร จากนั้นเติมสารละลายสวนใสที่ผานการหมุนเหวี่ยงเอาเซลลออกปริมาตร 
0.2 มิลลิลิตร กรณีที่เปนเอนไซมไลเปสตรึงรูปและเอนไซมไลเปสอยางหยาบใชปริมาณ 5 มิลลิกรัม 
นําไปบมบนเครื่องเขยา 300 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที เมื่อครบ
เวลาหยุดปฏิกิริยาโดยเติมสารละลายไฮโดรคลอริกเขมขน 6.0 โมลาร ปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร ผสม
ใหเขากันทันทีดวยเครื่อง vortex mixer แลวทิ้งไวใหแยกชั้นที่อุณหภูมิหอง

1.2 วิธีการวิเคราะหปริมาณของกรดไขมัน
       วิเคราะหปริมาณกรดไขมันอิสระโดยวิธี Cupric acetate ดัดแปลงจากวิธีการของ 

Lee และ Rhee (1993) โดยดูดสารละลายสวนบนในปฏิกิริยาจากขอ 1.1 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร มา
เจือจางกับไอโซออกเทนปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร นําไปทําปฏิกิริยากับ cupric acetate-pyridine reagent 
เขมขน 5 % (w/v) ในน้ํากลั่นปรับพีเอชใหได 6.1 โดยใช pyridine ปริมาตร 0.4 มิลลิลิตร ผสมกัน
อยางรวดเร็วดวยเครื่อง vortex mixer นาน 15 วินาที โดย cupric acetateจะทําหนาที่ฟอรมเปน
โครงสรางตาขายกับกรดไขมันอิสระทําใหสารละลายสวนใสดานบนเปนสีเขียว ทิ้งใหแยกชั้นและ
นําสวนไอโซออกเทนไปวิเคราะหหาปริมาณกรดไขมันอิสระโดยการวัดคาดูดกลืนแสงที่ 715 นาโน
เมตร คํานวณหาปริมาณกรดไขมันที่เกิดขึ้นเทียบกับกราฟมาตรฐานของกรดปาลมิติก (ภาคผนวก ข)

1.3 การคํานวณกิจกรรมของเอนไซมไลเปสเปนหนวยของเอนไซม
กําหนดให 1 หนวยของเอนไซมไลเปส หมายถึง ปริมาณของเอนไซมที่สามารถเรง

ปฏิกิริยาการยอยสลายน้ํามันปาลมใหไดกรดไขมันอิสระในรูปกรดปาลมิติกปริมาณ 1 ไมโครโมล
ในเวลา 1 นาที ที่ 37 องศาเซลเซียส

2. การวัดการเจริญของเชื้อ

ตรวจวัดการเจริญของเชื้อโดยวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิ-
เตอรที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร โดยเก็บตัวอยาง 1 มิลลิลิตร นําไปปนเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที เทสวนใสเก็บไววิเคราะหหากิจกรรม
ของเอนไซมไลเปส ลางตะกอนเซลล 2 ครั้ง ดวยสารละลายโซเดียมคลอไรด ความเขมขน 0.85 
เปอรเซ็นต นําไปปนเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 
10 นาที เทสวนใสทิ้ง แลวเติมสารละลายโซเดียมคลอไรด ความเขมขน 0.85 เปอรเซ็นต ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร ละลายตะกอนกอนนําไปวัดคาดูดกลืนแสง โดยใชสารละลายโซเดียมคลอไรด ความ
เขมขน 0.85 เปอรเซ็นตเปนแบลงค
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3. การวิเคราะหหาปริมาณโปรตีน

การวิเคราะหปริมาณโปรตีนของเอนไซมใชวิธี Lowry และคณะ (1951) โดยใช 
bovine serum albumin (BSA) เปนโปรตีนมาตรฐาน (ภาคผนวก ข)

4. การวิเคราะหองคประกอบจากปฏิกิริยาการสังเคราะหแวกซเอสเทอรดวย Thin layer 
chromatography/Flame Ionization Detector (TLC/FID)

การวิเคราะหองคประกอบของไขมันที่สกัดจากกอนไขมันในบอดักไขมันดวย 
TLC/FID analyzer สําหรับขั้นตอนและสภาวะที่ใชในการวิเคราะหดวย TLC/FID analyzer 
(Iatroscan MK5, Iatron Laboratories Inc., Japan) (ดัดแปลงจาก Freedman et al., 1984; Rosu et al., 
1997 อางโดย Chaiyaso, 2007) นําไขมันที่สกัดจากกอนไขมันในบอดักไขมันดวยเฮกเซน 1 
ไมโครลิตร ซึ่งเจือจางดวยคลอโรฟอรมที่ความเขมขนที่เหมาะสม spot สารสารละลายตัวอยางลง
บน Chromarod S III (Silica gel powder coated rod) นํา chromarod ไปแชในสารละลายซึ่ง
ประกอบไปดวย เบนซีน:คลอโรฟอรม:กรดอะซิติก ในอัตราสวน 50:20:0.7 (ปริมาตรตอปริมาตร
ตอปริมาตร) จนกระทั่งสารละลายเคลื่อนที่สูงประมาณ 10 เซนติเมตร เปนเวลา 35 นาที หลังจากนั้น
นําไประเหยตัวทําละลายที่เหลือโดยนําไปอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที แลว
นํามาสแกนภายใตสภาวะที่มีอัตราการไหลของไฮโดรเจน 150 มิลลิลิตรตอนาที อัตราการไหลเขา
ของอากาศ 700 มิลลิลิตรตอนาที และมีอัตราเร็วในการสแกน 30 วินาทีตอ rod สวนประกอบที่ไดจะ
ถูกคํานวณเปนเปอรเซ็นตโมลตอพื้นที่ใตกราฟของแตละองคประกอบ โดยที่ไตรกลีเซอไรด, กรด
ไขมันอิสระ, 1,3 ไตรกลีเซอไรด, 1,2 ไดกลีเซอไรด และโมโนกลีเซอไรด จะแยกออกมาตามเวลาดัง
ภาคผนวก ข

สําหรับการวิเคราะหหาปริมาณแวกซเอสเทอรใหนําตัวอยางสารละลายที่ทํา
ปฏิกิริยา 1 ไมโครลิตร ที่เจือจางดวยคลอโรฟอรมที่ความเขมขนที่เหมาะสม spot สารละลายตัวอยาง
ลงบน chromarod S III (Silica gel powder coated) นํา chromarod ไปแชในสารละลายซึ่งประกอบ
ไปดวย เฮกเซน:ไดเอทิลอีเทอร:กรดฟอรมิก ในอัตราสวน 65:6.5:0.4 (ปริมาตรตอปริมาตรตอ
ปริมาตร) จนกระทั่งสารละลายเคลื่อนที่สูงประมาณ 10 เซนติเมตร เปนเวลา 30 นาที หลังจากนั้น
นําไประเหยตัวทําละลายที่เหลือโดยนําไปอบที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที แลว
นํามาสแกนภายใตสภาวะที่มีอัตราการไหลของไฮโดรเจน 150 มิลลิลิตรตอนาที อัตราการไหลเขา
ของอากาศ 700 มิลลิลิตรตอนาที และมีอัตราเร็วในการสแกน 30 วินาทีตอ rods (Isono et al., 1995)
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5. การวิ เคราะหองคประกอบของไขมันที่สกัดจากกอนไขมันในบอดักไขมันดวย Gas 
chromatography-Mass spectrometry (GC-MS)

การวิเคราะหองคประกอบของไขมันที่สกัดจากกอนไขมันในบอดักไขมันดวย
เครื่อง GC-MS (HP 5890 Gas chromatograph-HP 5972 Mass Selective Detector) โดยใชคอลัมน 
HP-INNOWAX capillary ซึ่งทําจาก polyethylene glycol ขนาดยาว 30 เมตร ความหนา 0.25 
ไมโครเมตร เสนผานศูนยกลาง 0.25 มิลลิเมตร กําหนดใหมีสภาวะการทํางาน ดังนี้ อุณหภูมิเริ่มตน
ของ oven เทากับ 185 องศาเซลเซียส คงที่เปนเวลา 0.3 นาที และเพิ่มอุณหภูมิดวยอัตราเร็ว 8 องศา
เซลเซียสตอนาที จนกระทั่งถึง 230 องศาเซลเซียส คงที่เปนเวลา 13.30 นาที และเพิ่มอุณหภูมิดวย
อัตราเร็ว 20 องศาเซลเซียสตอนาที จนกระทั่งถึง 240 องศาเซลเซียส และคงอุณหภูมิไวที่ 240 องศา
เซลเซียส นาน 1 นาที แกสพา คือ แกสฮีเลียม องคประกอบที่ถูกแยกออกมาจาก column จะผานเขา
ไปในสวนของเครื่อง Mass spectrometry (MS) ซึ่งมีสภาวะเปนสุญญากาศ แลวเขาไปเจอกับ ion 
source ซึ่งจะทําหนาที่ไอออไนซโมเลกุลที่ผานเขามาใหกลายเปนประจุโดยใชลําอิเล็คตรอน 
(Electron Ionization (EI))  จากนั้นประจุก็จะเขาสูเครื่องคัดเลือกและแยกแยะขนาดของประจุ (mass 
analyzer) และเขาสูเครื่องตรวจวัด (detector) เพื่อทําการตรวจหาปริมาณของประจุแลวแปลผล
ออกมาเปนปริมาณขององคประกอบแตละตัวที่มีอยูในสารตัวอยาง โดยจําแนกองคประกอบของ
สารโดยเปรียบเทียบกับ National Institute of Standards and Technology (NIST) Library

6. การเตรียมน้ํามันปลาที่สกัดจากน้ํานึ่งปลาทูนาที่ใชในอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับการแยกเชื้อ

การเตรียมน้ํามันปลาที่สกัดจากน้ํานึ่งปลาทูนาที่ใชในอาหารเลี้ยงเชื้อทําตามวิธีของ
สมบัติ รุงศิลป (2541) ดังนี้

1. การกําจัดสารเหนียว โดยเติมกรดซิตริกรอยละ 0.15 ลงในน้ํามันปลาทูนา เปนเวลา 5 นาที 
ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ลางดวยน้ําปริมาณรอยละ 2 เปนเวลา 20 นาที นําไปเหวี่ยงแยกสาร
เหนียวดวยความเร็ว 4,500 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที นําน้ํามันที่อยูบนชั้นบนไปใชในขั้นตอน
ตอไป

2. การทําน้ํามันใหเปนกลาง โดยเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขนรอยละ 
11.60 (16 องศาโบเม (Degree Baume)) ในปริมาณมากเกินพอรอยละ 0.5 ทําปฏิกิริยาสบูเปนเวลา 5 
นาที ปรับอุณหภูมิน้ํามันเปน 70 องศาเซลเซียส ทันที จากนั้นปลอยใหสบูตกตะกอนแยกตัวที่
อุณหภูมิหองเปนเวลานานประมาณ 10 ชั่วโมง นําน้ํามันที่ไดไปเหวี่ยงตะกอนสบูอีกครั้งดวย
ความเร็ว 4,500 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที นําน้ํามันที่อยูชั้นบนไปใชในขั้นตอนตอไป
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3. การเติมดางซ้ํา โดยเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขนรอยละ 28.72 (40 องศา
โบเม) ปริมาณรอยละ 3 ทําปฏิกิริยาสบูเปนเวลา 5 นาที แลวทําเชนเดียวกับการทําใหเปนกลาง แลว
เติมโซเดียมคลอไรดรอยละ 2 ทําปฏิกิริยาเปนเวลา 5 นาที นําน้ํามันที่ไดไปเหวี่ยงแยกดวยความเร็ว 
4,500 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที นําน้ํามันที่อยูชั้นบนไปใชในขั้นตอนตอไป

4. การฟอกสีน้ํามัน โดยเติมดินฟอกสีชนิดแอคติเวทเตดเอิรทรอยละ 5 ลงในน้ํามันที่ไดจาก
ขอ 3 เปนเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส ที่ความดันสุญญากาศ 27 นิ้วปรอท ปลอยให
น้ํามันมีอุณหภูมิประมาณ 60 องศาเซลเซียส แลวกรองดวยเครื่องสุญญากาศ

5. การแยกสวนไขมัน โดยเติมตัวทําละลายเฮกเซนลงในน้ํามันที่ผานการกรองจากขอ 4 ใน
สัดสวนน้ํามันตอเฮกเซน 1:1 (น้ําหนักตอปริมาตร) ที่อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
กรองผลึกสเตียรีนและระเหยเฮกเซนออกจากน้ํามัน (โอเลอีน) ดวย Rotary evaporator ที่อุณหภูมิ 50 
องศาเซลเซียส

7. การวิเคราะหคาทางสถิติ

ในแตละขั้นตอนของการศึกษาการสังเคราะหแวกซเอสเทอรจะมีการวางแผนการ
ทดลองแบบสุมตลอด (Completely Randomized Design, CRD) โดยกําหนดใหจํานวนซ้ํา 
(Replication) ในการศึกษาแตละครั้งเทากับ 3 ซ้ํา และวิเคราะหความแตกตางของคาเฉลี่ยโดย
วิเคราะหความแปรปรวนทางเดียว (One-way ANOVA) โดยใชโปรแกรมสําเร็จรูป SPSS (Statistic 
Package for the Social Science) version 14.0

วิธีการวิจัย

1. การศึกษาองคประกอบทางเคมีของน้ําเสียรวม และการสกัดไขมันจากกอนไขมันในบอดักไขมัน

       1.1 ศึกษาองคประกอบทางเคมีของน้ําเสียรวม ซึ่งเก็บโดยนําขวดพลาสติกรองน้ําเสียจากทอ
รวมน้ําเสียที่ไหลลงสูบอดักไขมัน ปริมาตร 1 ลิตร และนําไปวิเคราะหปริมาณโปรตีน, ไขมัน, 
ความชื้น (AOAC, 1990) และเกลือโซเดียมคลอไรด (AOAC, 1995) (ภาคผนวก ค)
        1.2 การสกัดไขมันจากกอนไขมันในบอดักไขมัน

 นําตัวอยางกอนไขมันในบอดักไขมัน ซึ่งเก็บจากผิวหนาของชั้นไขมันในระดับ
ความลึกประมาณ 10 เซนติเมตร มาใหความรอนที่อุณหภูมิ 50-60 องศาเซลเซียส ทําการละลาย
ตัวอยางกอนไขมันในบอดักไขมันดวยเฮกเซนในอัตราสวน 1:2 กรองเอาสิ่งสกปรกออกดวย
กระดาษกรองและแยกเอาน้ําที่ปนอยูกับตัวอยางออกดวยกรวยแยก แลวจึงนําตัวอยางไขมันที่สกัด
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จากกอนไขมันในบอดักไขมัน ซึ่งอยูสวนบนไประเหยดวยตัวทําละลายออกดวยเครื่อง Rotary 
Evaporator และหาปริมาณของกรดไขมันอิสระ (IUPAC, 1979) วิธีการตามภาคผนวก ค.
        1.3 การวิเคราะหองคประกอบของไขมันที่สกัดจากกอนไขมันในบอดักไขมัน

วิเคราะหองคประกอบของไขมันจากตัวอยางไขมันที่สกัดไดจากกอนไขมันในบอ
ดักไขมันดวยเครื่อง TLC/FID analyzer (Chaiyaso, 2007) ดังวิธีการวิเคราะหในขอที่ 4 

2.   ขั้นตอนการทําบริสุทธิ์ไขมันที่สกัดไดจากกอนไขมันในบอดักไขมันดวย silica gel column 
chromatography

 2.1 ทําการละลายไขมันที่สกัดไดจากกอนไขมันในบอดักไขมันจากขอ 1.2 ปริมาณ 1 กรัม ใน  
เฮกเซน 1 มิลลิลิตร จากนั้นหยอดลงในคอลัมนที่บรรจุซิลิกาเจลคอลัมนมีขนาดเสนผานศูนยกลาง 1 
เซนติเมตร และสูง 12.5 เซนติเมตร วิธีการเตรียมในภาคผนวก ก. ชะตัวอยางออกมาดวยตัวทํา
ละลาย 4 ระบบ ปริมาตร 20 มิลลิลิตร คือ 

ระบบที่ 1 คือ เฮกเซน:ไดเอทิลอีเทอร:กรดอะซิติก อัตราสวน 60:40:1 
ระบบที่ 2 คือ ไดเอทิลอีเทอร:กรดอะซิติก อัตราสวน 40:1
ระบบที่ 3 คือ ไดเอทิลอีเทอร:กรดอะซิติก อัตราสวน 4:1
ระบบที่ 4 คือ เมทานอล

 2.2 เก็บตัวอยางไขมันที่สกัดจากกอนไขมันในบอดักไขมันที่ออกมาของแตละระบบ ระเหยตัว
ทําละลายที่อยูในหลอดของแตละตัวอยางในตูควันจนแหง ตรวจสอบสารแตละระบบดวย TLC/FID
analyzer ดังวิธีการวิเคราะหในขอที่ 4 จากนั้นนําแตละตัวอยางสงตรวจวิเคราะหองคประกอบของ
ไขมันดวย GC-MS (Kaewsuwan et al., 2006) ดังวิธีการวิเคราะหในขอที่ 5 ที่ศูนยเครื่องมือกลาง 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร ตอไป

3. การแยกเชื้อจุลินทรียที่สามารถผลิตเอนไซมไลเปสจากแหลงธรรมชาติ

3.1  ทําการเก็บตัวอยางดินและตัวอยางน้ําเสียที่ใชในการแยกเชื้อแบคทีเรียจากบริเวณบอดัก
ไขมัน ทั้งหมด 10 จุด ทําการสุมเก็บจากผิวดินในระดับความลึก 0-5 เซนติเมตร โดยใชชอนตักดิน
ใสในถุงพลาสติกใสจุดละ 100 กรัม และตัวอยางน้ําเสียหรือน้ําทิ้งที่มีการปนเปอนของน้ํามันและ
ไขมันจากบอบําบัดน้ําเสียจํานวน 10 จุด คือ บอดักไขมันจํานวน 2 จุด คูปลอยน้ําทิ้ง 2 จุด บอพัก
ของกากตะกอน 2 จุด ถัง grease trap 2 จุด และบอพักน้ําเสีย 2 จุด โดยใชกระบวยตักน้ําเสียจุดละ 
100 มิลลิลิตร ใสขวดพลาสติกขนาด 250 มิลลิลิตร ทําการวัดอุณหภูมิและพีเอชของตัวอยางที่เก็บ
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3.2 นําตัวอยางดิน 1 กรัม หรือตัวอยางน้ําเสีย 1.0 มิลลิลิตร ใสในหลอดอาหารเหลวพื้นฐานที่มี
น้ํามันปลาจากน้ํานึ่งปลา 1 เปอรเซ็นต ปริมาตร 4 มิลลิลิตร นําไปเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอ
นาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 วัน ทําการถายเชื้อปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในอาหาร
เหลวพื้นฐานสูตรเดิมใหม ทําการบมและเขยาในสภาวะเชนเดียวกับขางตน จากนั้นทําการถายเชื้อ
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในอาหารเหลวพื้นฐานสูตรเดิมใหมอีกครั้ง และทําการบมและเขยาใน
สภาวะเชนเดียวกับขางตน เพื่อคัดเลือกเชื้อที่สามารถใชน้ํามันปลาจากน้ํานึ่งปลาเปนแหลงคารบอน
และผลิตเอนไซมไลเปส จากนั้นนําหลอดตัวอยางมาทําการเจือจางที่ระดับ 10-2, 10-3, 10-4 แลว 
spread plate บนอาหารแข็งพื้นฐานที่มีน้ํามันปลาจากน้ํานึ่งปลา 1 เปอรเซ็นต บมที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง ทําการคัดเลือกโคโลนีที่ผลิตเอนไซมไลเปสโดยสังเกตจากวงใส
รอบๆ โคโลนี แลวนํามา streak บนอาหารเลี้ยงเชื้อพื้นฐานที่มีน้ํามันปลาจากน้ํานึ่งปลา 1 เปอรเซ็นต 
เพื่อแยกใหไดเชื้อบริสุทธิ์ บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นนําโคโลนี
ของแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซมไลเปสที่แยกไดนํามา streak บนอาหารเลี้ยงเชื้อพื้นฐานที่มีน้ํามันปลา
จากน้ํานึ่งปลา 1 เปอรเซ็นต อีก 2 ครั้ง โดยทําการบมในสภาวะเดิม เพื่อใหแนใจวาไดเชื้อบริสุทธิ์ 
และทําการถายเชื้อลงในหลอดอาหารแข็งพื้น ฐานวุนเอียงสูตรเดิม โดยเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส และทําการ subculture ทุกๆ 1 เดือน และเก็บไวในกลีเซอรอลที่มีความเขมขนรอยละ 25 ที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส และทําการ subculture ทุกๆ 6 เดือน เพื่อเก็บเปน stock culture นํา
แบคทีเรียที่แยกและคัดเลือกไดมาการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาดวยตาเปลาและภายใตกลอง
จุลทรรศนโดยการยอมแกรมบันทึกลักษณะและสีของโคโลนี รูปรางของเซลลและการยอมแกรม 

4. การคัดเลือกแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซมไลเปส

    นําแบคทีเรียแตละสายพันธุที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อพื้นฐานที่มีน้ํามันปลาจากน้ํา
นึ่งปลา 1 เปอรเซ็นต มาทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมไลเปสบนอาหารแข็งพื้นฐานที่มี
ไตรบิวไทริน 1 เปอรเซ็นตซึ่งเปนน้ํามันคารบอน 4 อะตอม แทนน้ํามันปลาจากน้ํานึ่งปลา โดยนํา
แบคทีเรียทั้งหมดที่แยกไดจากอาหารวุนเอียงมา spot ลงบนจานอาหาร แลวนําไปบมที่ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง วัดขนาดของวงใสและโคโลนีเพื่อหาประสิทธิภาพการยอยสลายตาม
สมการที่ 1 จากนั้นคัดเลือกแบคทีเรียที่เกิดวงใสรอบโคโลนีบนอาหารแข็งพื้นฐานที่มีไตรบิวไทริน
ทั้งหมดซึ่งคาดวาเปนแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซมอยูในกลุม Hydrolase คือ ไลเปสหรือเอสเทอ
เรส มาทําการคัดเลือกแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซมไลเปสอีกครั้งโดยเลี้ยงในอาหารเหลวพื้นฐานที่มี
น้ํามันปลาจากน้ํานึ่งปลา 1 เปอรเซ็นต โดยนําเชื้อแบคทีเรียมาเลี้ยงในอาหารเหลวพื้นฐาน 5 
มิลลิลิตร ที่เติมน้ํามันปลาจากน้ํานึ่งปลา 1 เปอรเซ็นต บมบนเครื่องเขยาความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่
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อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ทําการบมเชื้อเปนเวลา 48 ชั่วโมงโดยทํา 3 ซ้ํา เก็บตัวอยาง 1.0 มิลลิลิตร 
ชุดทดลองละ 3 ซ้ํา นําไปหมุนเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที 
เปนเวลา 10 นาที เก็บสวนใสไปวิเคราะหคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสโดยดัดแปลงจากวิธีการ
ของ Lee และ Rhee (1993) โดยใชน้ํามันปาลมเปนสับสเตรท ดังในวิธีการวิเคราะหขอที่ 1 สวน
ตะกอนนําไปหาการเจริญของเชื้อโดยการวัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร ดังใน
วิธีการวิเคราะหขอที่ 2 จากนั้นทําการคัดเลือกจุลินทรียที่ใหกิจกรรมเอนไซมไลเปสสูงที่สุดมา 1 
สายพันธุ และจัดจําแนกสายพันธุแบคทีเรียที่คัดเลือกไดดวย 16S rDNA โดยสงตัวอยางไปวิเคราะห
ที่หนวยความรวมมือการวิจัยดานวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีชีวภาพแหงมหาวิทยาลัย มหิดลและ
มหาวิทยาลัยโอซากา (MU-OU:CRC) คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล

ประสิทธิภาพการยอยสลาย =          ขนาดของวงใส (ซม.)                      (1)
              (Index of hydrolysis)

5. การศึกษาชวงเวลาที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมไลเปส

    นําแบคทีเรียที่คัดเลือกไดจากขอที่ 4 จํานวน 1 สายพันธุ  มาเลี้ยงในอาหารเหลว
Nutrient broth (NB) ปริมาณ 50 มิลลิลิตร โดยเตรียมกลาเชื้อแบคทีเรียในฟลาสกขนาด 250 
มิลลิลิตร บมบนเครื่องเขยาความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ทําการบมเชื้อ
เปนเวลา 24 ชั่วโมง ปรับคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตรใหไดเทากับ 1.0 กอน
นําไปใชเปนกลาเชื้อเริ่มตนในอัตราสวน 10 เปอรเซ็นต ลงในอาหารเหลวพื้นฐานที่มีน้ํามันปลาจาก
น้ํานึ่งปลา 1 เปอรเซ็นต ปริมาณ 50 มิลลิลิตร โดยทําการทดลอง 3 ซ้ํา และมีชุดควบคุมที่ไมเติมเชื้อ 
นําไปบมในสภาวะเชนเดียวกับการเตรียมกลาเชื้อเริ่มตน เก็บตัวอยางครั้งละ 1.0 มิลลิลิตร ที่เวลา 0, 
6, 12, 24, 36 และ 48 ชั่วโมง ตามลําดับ โดยเก็บตัวอยางชุดทดลองละ 3 ซ้ํา นําไปหมุนเหวี่ยงที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 8,500 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที เก็บสวนใสไปวิเคราะหคา
กิจกรรมของเอนไซมไลเปสโดยดัดแปลงจากวิธีการของ Lee และ Rhee (1993) โดยใชน้ํามันปาลม
เปนสับสเตรท ดังในวิธีการวิเคราะหขอที่ 1 สวนตะกอนนําไปหาการเจริญของเชื้อโดยการวัดคา
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร ดังในวิธีการวิเคราะหขอที่ 2

6. การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมไลเปสของแบคทีเรียที่คัดเลือกได

6.1 ผลของชนิดและปริมาณของแหลงคารบอน
นําแบคทีเรียที่คัดเลือกไดมาศึกษาผลของชนิดของแหลงคารบอน โดยนําเชื้อมา

เลี้ยงในอาหารเหลว Nutrient broth (NB) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร โดยเตรียมกลาเชื้อแบคทีเรียใน 

ขนาดของโคโลนี (ซม.)
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ฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร บมบนเครื่องเขยาความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส ทําการบมเชื้อเปนเวลา 24 ชั่วโมง ปรับคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร
ใหไดเทากับ 1.0 กอนนําไปใชเปนกลาเชื้อเริ่มตนในอัตราสวน 10 เปอรเซ็นต ลงในอาหารเหลว
พื้นฐานที่มีที่มีแหลงคารบอนตางๆ เปนองคประกอบ ไดแก น้ํามันปลาจากน้ํานึ่งปลา น้ํามันปาลม 
ไตรบิวไทริน โมลาส ซูโครส และกลูโคส โดยใชปริมาณ 1 เปอรเซ็นต (w/v) โดยมีทริปโตน 1.0 
กรัม, ยีสตสกัด 1.0 กรัม, (NH4)2SO4 1.0 กรัม, K2HPO4 2.0 กรัม, KH2PO4 1.0 กรัม, MgSO4.7H2O 
0.2 กรัม, CaCl2 0.15 กรัม ปริมาณ 50 มิลลิลิตร โดยทําการทดลอง 3 ซ้ํา และมีชุดควบคุมที่ไมเติม
เชื้อ นําไปบมในสภาวะเชนเดียวกับการเตรียมกลาเชื้อเริ่มตน เก็บตัวอยางที่เวลา 12 ชั่วโมง นําไป
หมุนเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 8,500 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที เก็บสวนใส
ไปวิเคราะหคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสโดยดัดแปลงจากวิธีการของ Lee และ Rhee (1993) โดย
ใชน้ํามันปาลมเปนสับสเตรท ดังในวิธีการวิเคราะหขอที่ 1 สวนตะกอนนําไปหาการเจริญของเชื้อ
โดยการวัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร ดังในวิธีการวิเคราะหขอที่ 2 เลือกชนิด
ของแหลงคารบอนที่สามารถใหการผลิตเอนไซมสูงที่สุด มาศึกษาความเขมขนของแหลงคารบอน
ตามวิธีการทดลองเชนเดียวกัน โดยใชปริมาณของแหลงคารบอนเทากับ 0, 1, 2, 3 และ 4 เปอรเซ็นต 

6.2 ผลของชนิดและปริมาณของแหลงไนโตรเจน
นําแบคทีเรียที่คัดเลือกไดมาศึกษาผลของชนิดแหลงไนโตรเจน โดยนําเชื้อมาเลี้ยง

ในอาหารเหลว Nutrient broth (NB) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร โดยเตรียมกลาเชื้อแบคทีเรียในฟลาสก
ขนาด 250 มิลลิลิตร บมบนเครื่องเขยาความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ทํา
การบมเชื้อเปนเวลา 24 ชั่วโมง ปรับคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตรใหไดเทากับ 
1.0 กอนนําไปใชเปนกลาเชื้อเริ่มตนในอัตราสวน 10 เปอรเซ็นต ลงในอาหารเหลวพื้นฐานที่มีที่มี
แหลงคารบอนและปริมาณที่เหมาะสมจากผลขอ 6.1 ซึ่งใชอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแหลงไนโตรเจน
ตางกัน คือ ทริปโตน, ยีสตสกัด, แอมโมเนียมซัลเฟต เปรียบเทียบกับอาหารสูตรเดิมที่มีแหลง
ไนโตรเจนทั้งสาม ปริมาณ 0.3 เปอรเซ็นต โดยมี K2HPO4 2.0 กรัม, KH2PO4 1.0 กรัม, MgSO4.7H2O 
0.2 กรัม และ CaCl2 0.15 กรัม ปริมาณ 50 มิลลิลิตร ทําการทดลอง 3 ซ้ํา และมีชุดควบคุมที่ไมเติม
เชื้อ นําไปบมในสภาวะเชนเดียวกับการเตรียมกลาเชื้อเริ่มตน เก็บตัวอยางที่เวลา 12 ชั่วโมง นําไป
หมุนเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 8,500 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที เก็บสวนใส
ไปวิเคราะหคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสโดยดัดแปลงจากวิธีการของ Lee และ Rhee (1993) โดย
ใชน้ํามันปาลมเปนสับสเตรท ดังในวิธีการวิเคราะหขอที่ 1 สวนตะกอนนําไปหาการเจริญของเชื้อ
โดยการวัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร ดังในวิธีการวิเคราะหขอที่ 2 เลือกชนิด
ของแหลงไนโตรเจนที่สามารถใหการผลิตเอนไซมไลเปสสูงที่สุด มาศึกษาปริมาณของแหลง
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ไนโตรเจนตามวิธีการทดลองเชนเดียวกัน โดยใชปริมาณแหลงไนโตรเจน คือ 0.1, 0.2, 0.3 และ 0.4 
เปอรเซ็นต

7. การทําบริสุทธิ์เอนไซมบางสวนโดยการตกตะกอนโปรตีน

ทําการผลิตเอนไซมไลเปสโดยใชสภาวะที่เหมาะสมที่ไดจากการทดลองขอที่ 6.2 
จากนั้นนําไปหมุนเหวี่ยงเพื่อแยกตะกอนเซลลออกที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 8,500 
รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที นําสวนใสไปวัดกิจกรรมของเอนไซมไลเปสเริ่มตนโดยดัดแปลงจาก
วิธีการของ Lee และ Rhee (1993) โดยใชน้ํามันปาลมเปนสับสเตรท ดังในวิธีการวิเคราะหขอที่ 1 
และวิเคราะหปริมาณโปรตีนของเอนไซมใชวิธี Lowry และคณะ (1951) ดังในวิธีการวิเคราะหขอที่ 
3  และเก็บสวนใสไปตกตะกอนเอนไซมดวยสารตางๆ อยางละ 100 มิลลิลิตร โดยการตกตะกอน
ดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตระดับความอิ่มตัวของเกลือ 50 และ 80 เปอรเซ็นต เตรียมโดยการชั่ง
เกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่ผานการบดละเอียดแลว คอยๆ ใสเกลือทีละนอยในสารละลายสวนใส
โดยทําที่อุณหภูมิหอง ตั้งในอางที่มีน้ําแข็ง เมื่อใสเกลือจนหมด ทิ้งไวใหตกตะกอนขามคืน ที่ 4 
องศาเซลเซียส สวนการตกตะกอนเอนไซมดวยตัวทําละลายอินทรีย 2 ชนิด คือ เอทิลแอลกอฮอล 95 
เปอรเซ็นต และอะซิโตน โดยตองนําตัวทําละลายแชไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 1 คืน กอน
นํามาใชในการตกตะกอนสารละลายสวนใสที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยการเติมตัวทําละลาย
อยางชาๆ ในอัตราสวนของสารละลายสวนใส 1 สวนตอตัวทําละลายอินทรีย 3 สวน ทิ้งไวขามคืน 
จากนั้นนําไปหมุนเหวี่ยงที่ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 8,500 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที เพื่อแยก
ตะกอนของเอนไซมออกจากสวนใส นําตะกอนและสวนใสหลังจากตกตะกอนไปหากิจกรรมของ
เอนไซมไลเปสโดยดัดแปลงจากวิธีการของ Lee และ Rhee (1993) ใชน้ํามันปาลมเปนสับสเตรท ดัง
ในวิธีการวิเคราะหขอที่ 1 และวิเคราะหปริมาณโปรตีนของเอนไซมใชวิธี Lowry และคณะ (1951)
ดังในวิธีการวิเคราะหขอที่ 3  เลือกสารที่ใชในการตกตะกอนที่ใหกิจกรรม และผลไดของเอนไซม
สูงที่สุดในการตกตะกอนเพื่อใชในการทดลองตอไป

8. การศึกษาคุณสมบัติบางประการของเอนไซมไลเปสอยางหยาบ

นําเอนไซมไลเปสอยางหยาบที่ไดจากการทําบริสุทธิ์บางสวน โดยการตกตะกอน
ดวยสารตกตะกอนที่เหมาะสมตามขอ 7 ไปทําแหงเยือกแข็ง (freeze drying) แลวนําเอนไซมไลเปส
อยางหยาบไปศึกษาคุณสมบัติและคุณลักษณะตางๆ ดังนี้
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8.1 อุณหภูมิที่เหมาะสม
ศึกษาผลของอุณหภูมิตอกิจกรรมไลเปสโดยวิธีวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม    

ไลเปสโดยดัดแปลงจากวิธีการของ Lee และ Rhee (1993) ใชน้ํามันปาลมเปนสับสเตรท ดังใน
วิธีการวิเคราะหขอที่ 1 โดยใชบัพเฟอร Tris-HCl buffer ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร พีเอช 6.0 
ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ใชเอนไซมไลเปสอยางหยาบ 50 ยูนิตตอมิลลิลิตร ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร 
นําไปบมบนเครื่องเขยา 300 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิตางๆ คือ 25, 30, 37, และ 45 
องศาเซลเซียส โดยทําการทดลอง 3 ซ้ํา วิเคราะหหาปริมาณกรดไขมันอิสระดวย cupric acetate โดย
การวัดคาดูดกลืนแสงที่ 715 นาโนเมตร คํานวณหาปริมาณกรดไขมันที่เกิดขึ้นเทียบกับกราฟ
มาตรฐานของกรดปาลมิติก (ภาคผนวก ข) และคํานวณกิจกรรมของเอนไซมไลเปสเปนหนวยของ
เอนไซม

8.2 พีเอชที่เหมาะสม   
ศึกษาผลของพีเอชตอกิจกรรมของเอนไซมไลเปสโดยวิเคราะหกิจกรรมของ

เอนไซมไลเปสโดยดัดแปลงจากวิธีการของ Lee และ Rhee (1993) ใชน้ํามันปาลมเปนสับสเตรท ดัง
ในวิธีการวิเคราะหขอที่ 1 โดยใชสารละลายบัพเฟอรความเขมขน 50 มิลลิโมลาร ที่พีเอชตางๆ คือ 
ใชโซเดียมซิเตรตบัฟเฟอร พีเอช 4.0, 5.0 และ 6.0 ใชฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 6.0 และ 7.0 ใช Tris -
HCl ที่พีเอช 7.0 และ 8.0 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ใชเอนไซมไลเปสอยางหยาบ 50 ยูนิตตอมิลลิลิตร 
ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร นําไปบมบนเครื่องเขยา 300 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิที่
เหมาะสมจากการทดลองขอที่ 8.1 โดยทําการทดลอง 3 ซ้ํา วิเคราะหหาปริมาณกรดไขมันอิสระดวย 
cupric acetate โดยการวัดคาดูดกลืนแสงที่ 715 นาโนเมตร คํานวณหาปริมาณกรดไขมันที่เกิดขึ้น
เทียบกับกราฟมาตรฐานของกรดปาลมิติก (ภาคผนวก ข) และคํานวณกิจกรรมของเอนไซมไลเปส
เปนหนวยของเอนไซม

8.3 ความคงตัวตอพีเอช
ศึกษาความคงตัวของเอนไซมไลเปสโดยใชเอนไซมไลเปสอยางหยาบ 50 ยูนิตตอ

มิลลิลิตร ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตรในบัฟเฟอรความเขมขน 50 มิลลิโมลาร ที่มีพีเอชตางๆ กัน คือ 
โซเดียมซิเตรตบัฟเฟอร ที่พีเอช 3.0, 4.0, 5.0 และ 6.0 ฟอสเฟตบัฟเฟอร ที่พีเอช 6.0 และ 7.0 ใช 
Tris-HCl ที่พีเอช 7.0, 8.0 และ 9.0 และ glycine-NaOH ที่มีพีเอช 9.0, 10.0, 11.0 และ 12.0 ปริมาตร 
0.5 มิลลิลิตร บมที่เหมาะสมจากการทดลองขอ 8.1 เปนเวลา 1 ชั่วโมง โดยทําการทดลอง 3 ซ้ํา 
จากนั้นนํามาวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมไลเปสโดยดัดแปลงจากวิธีการของ Lee และ Rhee 
(1993) ใชน้ํามันปาลมเปนสับสเตรท ดังในวิธีการวิเคราะหขอที่ 1 นําไปบมบนเครื่องเขยา 300 รอบ
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ตอนาที ที่อุณหภูมิที่เหมาะสมจากการทดลองขอที่  8.1 วิเคราะหหาปริมาณกรดไขมันอิสระดวย 
cupric acetate โดยการวัดคาดูดกลืนแสงที่ 715 นาโนเมตร คํานวณหาปริมาณกรดไขมันที่เกิดขึ้น
เทียบกับกราฟมาตรฐานของกรดปาลมิติก (ภาคผนวก ข) คํานวณกิจกรรมของเอนไซมไลเปสเปน
หนวยของเอนไซมและคํานวณกิจกรรมสัมพัทธของเอนไซมไลเปส (%) โดยใหชุดการทดลองที่มี
กิจกรรมของเอนไซมสูงที่สุดเปนรอยเปอรเซ็นต

8.4 ความคงตัวตออุณหภูมิ
ศึกษาความคงตัวของไลเปสที่อุณหภูมิตางๆ คือ 4, 10, 25, 30, 37, 45 และ 50 องศา

เซลเซียส โดยใชเอนไซมไลเปสอยางหยาบ 50 ยูนิตตอมิลลิลิตร ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร ใน
สารละลายบัพเฟอรที่พีเอชที่เหมาะสมจากขอ 8.2 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร บมเอนไซมเปนเวลา 1 
ชั่วโมง โดยทําการทดลอง 3 ซ้ํา จากนั้นนํามาวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมไลเปสโดยดัดแปลงจาก
วิธีการของ Lee และ Rhee (1993) ใชน้ํามันปาลมเปนสับสเตรท ดังในวิธีการวิเคราะหขอที่ 1 นําไป
บมบนเครื่องเขยา 300 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิที่เหมาะสมจากการทดลองขอที่ 8.1 วิเคราะหหา
ปริมาณกรดไขมันอิสระดวย cupric acetate โดยการวัดคาดูดกลืนแสงที่ 715 นาโนเมตร คํานวณหา
ปริมาณกรดไขมันที่เกิดขึ้นเทียบกับกราฟมาตรฐานของกรดปาลมิติก (ภาคผนวก ข) คํานวณ
กิจกรรมของเอนไซมไลเปสเปนหนวยของเอนไซม และคํานวณกิจกรรมสัมพัทธของเอนไซมไล
เปส (%) โดยใหชุดการทดลองที่มีกิจกรรมของเอนไซมสูงที่สุดเปนรอยเปอรเซ็นต

9. การคัดเลือกเอนไซมไลเปสตรึงรูปทางการคาที่มีประสิทธิภาพในการสังเคราะหแวกซเอสเทอร

ปฏิกิริยาที่ใชในการสังเคราะหแวกซเอสเทอรดัดแปลงวิธีการจาก Salis และคณะ
(2003) โดยจะทําปฏิกิริยาในอัตราสวนของไขมันตอแอลกอฮอลของกรดไขมันเทากับ 1 ตอ 3 โมล/
โมล (137.3 µmol/412.47 µmol) โดยทําการชั่งไขมันที่สกัดไดจากกอนไขมันในบอบําบัดปริมาณ 
0.1153 กรัม (น้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยเทากับ 839.1189 กรัมตอโมล (ภาคผนวก ก)) มาละลายดวย        
เฮกเซนปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร ในหลอดทดลองฝาเกลียวขนาด 10 มิลลิลิตร จากนั้นชั่ง cetyl alcohol
(แอลกอฮอลที่มีสายคารบอนเทากับ 16 อะตอม) ปริมาณ 0.1 กรัม ผสมใหเขากันดวยเครื่อง vortex 
mixer ที่อุณหภูมิหอง จากนั้นเติมเอนไซมไลเปสตรึงรูปทางการคา ปริมาณ 1 ยูนิต ไดแก Lipozyme 
RMIM (16.75 มิลลิกรัม), Lipozyme TLIM (1.0 มิลลิกรัม), Novozyme 435 (4.15 มิลลิกรัม), Lipase 
PS (1.83 มิลลิกรัม) และ Lipase AK (2.10 มิลลิกรัม) นําหลอดปฏิกิริยาไปเขยาที่ 300 รอบตอนาที 
อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24 ชั่วโมง โดยทําการทดลอง 3 ซ้ํา เก็บตัวอยางปริมาณ 10 
ไมโครลิตร หยุดปฏิกิริยาดวยคลอโรฟอรม อัตราสวน 1:2 และนําไปวิเคราะหปริมาณแวกซเอส
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เทอรดวยเครื่อง TLC/FID analyzer ตามวิธีการวิเคราะหขอที่ 4 และวิเคราะหผลทางสถิติตามวิธีการ
วิเคราะหขอที่ 7

10. การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการสังเคราะหแวกซเอสเทอรโดยใชเอนไซมไลเปสตรึงรูป
ทางการคาและเอนไซมไลเปสอยางหยาบที่ผานการตกตะกอน

10.1 ระยะเวลาและปริมาณเอนไซมในการทําปฏิกิริยา
การศึกษาชวงเวลาที่ เหมาะสมในการสังเคราะหแวกซเอสเทอร ทําปฏิกิริยา

เชนเดียวกับการทดลองในขอที่ 9 โดยเตรียมปฏิกิริยา ดังนี้ ชุดการทดลองที่ใชเอนไซมไลเปสตรึงรูป
ทางการคา ทําปฏิกิริยาโดยใชอัตราสวนของไขมันที่สกัดไดจากกอนไขมันในบอดักไขมันตอ
แอลกอฮอลของกรดไขมันเทากับ 1 ตอ 3 โมล/โมล (137.3 µmol/412.47 µmol) โดยทําการชั่งไขมัน
ที่สกัดไดจากกอนไขมันในบอดักไขมันปริมาณ 0.1153 กรัม มาละลายดวยเฮกเซนปริมาตร 1.0 
มิลลิลิตร ในหลอดทดลองฝาเกลียวขนาด 10 มิลลิลิตร จากนั้นชั่ง cetyl alcohol ปริมาณ 0.1 กรัม 
สวนชุดการทดลองที่ใชเอนไซมไลเปสอยางหยาบที่ผานการตกตะกอน ทําปฏิกิริยาโดยใช
อัตราสวนโมลของไขมันที่สกัดไดจากกอนไขมันในบอดักไขมันกับแอลกอฮอลของกรดไขมันเปน 
1:2 โมล/โมล (137.3 µmol/274.8 µmol) โดยทําการชั่งไขมันที่สกัดไดจากกอนไขมันในบอดัก
ไขมันปริมาณ 0.1153 กรัม มาละลายดวยเฮกเซนปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร ในหลอดทดลองฝาเกลียว
ขนาด 10 มิลลิลิตร ชั่ง cetyl alcohol ปริมาณ 0.06 กรัม ละลายในเฮกเซน 1.0 มิลลิลิตร จากนั้นผสม
ใหเขากันดวยเครื่อง vortex mixer ที่อุณหภูมิหอง เติมเอนไซมไลเปสตรึงรูปทางการคาที่คัดเลือกได
ปริมาณ 0.5, 1, 1.5 และ 2.0 ยูนิต นําหลอดปฏิกิริยาไปเขยาที่ 300 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 45 องศา
เซลเซียส สวนชุดการทดลองที่ใชเอนไซมไลเปสอยางหยาบที่ผานการตกตะกอน เติมเอนไซมไล
เปสอยางหยาบปริมาณ 1, 5, 10, 20, 30 และ 40 ยูนิต จากนั้น ทําปฏิกิริยาเขยาที่ 200 รอบตอนาที ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยทั้ง 2 ชุดการทดลองบมเปนเวลา 24 ชั่วโมง ทําการเก็บตัวอยางที่เวลา 
0, 1, 3, 5, 7, 9, 12,15, 18, 21 และ 24 ชั่วโมง โดยทําการทดลอง 3 ซ้ํา เก็บตัวอยางครั้งละ 10 
ไมโครลิตร หยุดปฏิกิริยาดวยคลอโรฟอรมในอัตราสวน 1:2 แลวนําไปวิเคราะหปริมาณการ
สังเคราะหแวกซเอสเทอรดวยเครื่อง TLC/FID analyzer ตามวิธีการวิเคราะหขอ 4 และวิเคราะหผล
ทางสถิติตามวิธีการวิเคราะหขอ 7

10.2 อุณหภูมิที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยา
นําเอนไซมไลเปสตรึงรูปทางการคาที่มีประสิทธิภาพในการสังเคราะหแวกซเอส

เทอรและเอนไซมไลเปสอยางหยาบที่ผานการตกตะกอน มาศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการ
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สังเคราะหแวกซเอสเทอร ทําปฏิกิริยาเชนเดียวกับการทดลองในขอที่ 9 โดยเตรียมปฏิกิริยา ดังนี้ ชุด
การทดลองที่ใชเอนไซมไลเปสตรึงรูปทางการคา ทําปฏิกิริยาโดยใชอัตราสวนของไขมันที่สกัดได
จากกอนไขมันในบอดักไขมันตอแอลกอฮอลของกรดไขมันเทากับ 1 ตอ 3 โมล/โมล (137.3 
µmol/412.47 µmol) โดยนําไขมันที่สกัดไดจากกอนไขมันในบอดักไขมันปริมาณ 0.1153 กรัม มา
ละลายดวยเฮกเซนปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร ผสมกับ cetyl alcohol ปริมาณ 0.1 กรัม ในหลอดทดลอง
ฝาเกลียวขนาด 10 มิลลิลิตร สวนชุดการทดลองที่ใชเอนไซมไลเปสอยางหยาบที่ผานการตกตะกอน 
ทําปฏิกิริยาโดยใชอัตราสวนโมลของไขมันที่สกัดไดจากกอนไขมันในบอดักไขมันกับแอลกอฮอล
ของกรดไขมันเปน 1:2 โมล/โมล (137.3 µmol/274.8 µmol) โดยนําไขมันที่สกัดไดจากกอนไขมัน
ในบอดักไขมันปริมาณ 0.1153 กรัม มาละลายดวยเฮกเซนปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร ผสมกับ cetyl 
alcohol ปริมาณ 0.06 กรัม ในหลอดทดลองฝาเกลียวขนาด 10 มิลลิลิตร จากนั้นผสมใหเขากันดวย
เครื่อง vortex mixer ที่อุณหภูมิหอง เติมเอนไซมไลเปสตรึงรูปทางการคาที่คัดเลือกไดและเอนไซม
ไลเปสอยางหยาบในปริมาณที่เหมาะสมจากการทดลองขอ 10.1 จากนั้นนําหลอดปฏิกิริยาไปเขยาที่ 
300 รอบตอนาที เปนเวลา 6 ชั่วโมง สวนชุดการทดลองที่ใชเอนไซมไลเปสอยางหยาบที่ผานการ
ตกตะกอน ทําปฏิกิริยาเขยาที่ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 12 ชั่วโมงโดยทั้ง 2 ชุดการทดลองทํา
ปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 30, 37 และ 45 องศาเซลเซียส โดยทําการทดลอง 3 ซ้ํา เก็บตัวอยางครั้งละ 10 
ไมโครลิตร หยุดปฏิกิริยาดวยคลอโรฟอรมในอัตราสวน 1:2 นําตัวอยางที่เก็บไดไปวิเคราะหปริมาณ
การสังเคราะหแวกซเอสเทอรดวยเครื่อง TLC/FID analyzer ตามวิธีการวิเคราะหขอ 4 และวิเคราะห
ผลทางสถิติตามวิธีการวิเคราะหขอ 7

10.4 อัตราสวนโมลที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยา
นําเอนไซมไลเปสตรึงรูปทางการคาที่มีประสิทธิภาพในการสังเคราะหแวกซเอส

เทอรและเอนไซมไลเปสอยางหยาบที่ผานการตกตะกอน มาศึกษาอัตราสวนโมลที่เหมาะสมในการ
สังเคราะหแวกซเอสเทอร ทําปฏิกิริยาเชนเดียวกับการทดลองในขอที่ 9 โดยทั้ง 2 ชุดการทดลองทํา
ปฏิกิริยาในอัตราสวนของไขมันที่สกัดไดจากกอนไขมันในบอดักไขมัน(น้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ย
เทากับ 839.1189 กรัมตอโมล (ภาคผนวก ก)) กับแอลกอฮอลของกรดไขมันเปน 1:1 โมล/โมล 
(137.3 µmol/137.3 µmol), 1:2 โมล/โมล (137.3 µmol/274.8 µmol), 1:3 โมล/โมล (137.3 
µmol/412.4 µmol) และ 1:4 โมล/โมล (137.3 µmol/549.7 µmol) ละลายในเฮกเซน 1.0 มิลลิลิตร 
ผสมใหเขากันดวยเครื่อง vortex mixer ที่อุณหภูมิหอง จากนั้นเติมเอนไซมไลเปสตรึงรูปทางการคา
ที่คัดเลือกได และเอนไซมไลเปสอยางหยาบในปริมาณที่เหมาะสมจากการศึกษาขอ 10.1 จากนั้นนํา
หลอดปฏิกิริยาไปเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที และอุณหภูมิที่เหมาะสมจากขอ 10.2 เปนเวลา 3
ชั่วโมง และ 12 ชั่วโมง ตามลําดับ โดยทําการทดลอง 3 ซ้ํา เก็บตัวอยางครั้งละ 10 ไมโครลิตร เจือ
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จางดวยคลอโรฟอรมในอัตราสวน 1:2 นําตัวอยางที่เก็บไดไปวิเคราะหปริมาณแวกซเอสเทอรดวย
เครื่อง TLC/FID analyzer ตามวิธีการวิเคราะหขอ 4 และวิเคราะหผลทางสถิติตามวิธีวิเคราะหขอ 7

10.5 ชนิดของตัวทําละลายอินทรียที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยา
นําเอนไซมไลเปสตรึงรูปทางการคาที่มีประสิทธิภาพในการสังเคราะหแวกซเอส

เทอรมาศึกษาชนิดของตัวทําละลายอินทรียที่เหมาะสมในการสังเคราะหแวกซเอสเทอร ทําปฏิกิริยา
เชนเดียวกับการทดลองในขอที่ 9 โดยทั้ง 2 ชุดการทดลอง ใชอัตราสวนโมลของไขมันที่สกัดไดจาก
กอนไขมันกับแอลกอฮอลของกรดไขมันที่เหมาะสมจากขอ 10.4 โดยนําไขมันที่สกัดไดจากกอน
ไขมันในบอดักไขมันปริมาณที่เหมาะสม มาละลายดวยตัวทําละลายอินทรียตางๆ ปริมาตร 1.0 
มิลลิลิตร ผสมกับ cetyl alcohol ปริมาณที่เหมาะสม ในหลอดทดลองฝาเกลียวขนาด 10 มิลลิลิตร ซึ่ง
ชุดการทดลองที่ใชเอนไซมไลเปสตรึงรูปทางการคา ใชตัวทําละลายดังนี้ เอทิลอะซิเตต ( log 
P=0.68), คลอโรฟอรม (log P=2.0), เฮกเซน (log P=3.5), เฮปเทน (log P=4.0) และไอโซออกเทน 
(log P=4.5) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร สวนชุดการทดลองที่ใชเอนไซมไลเปสอยางหยาบที่ผานการ
ตกตะกอน ละลายในตัวทําละลายดังนี้ เอทิลอะซิเตต (log P=0.68), เมทิลเทอเชียรี่บิวทิลอีเทอร 
(MTBE) (log P= 1.40), คลอโรฟอรม (log P=2.0), เฮกเซน (log P=3.5), เฮปเทน (log P=4.0) และไอ
โซออกเทน (log P=4.5) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และเติมเอนไซมไลเปสตรึงรูปทางการคาที่คัดเลือกได
และเอนไซมไลเปสอยางหยาบในปริมาณที่เหมาะสมจากการศึกษาขอ 10.1 จากนั้นนําหลอด
ปฏิกิริยาไปเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที และอุณหภูมิที่เหมาะสมจากขอ 10.2  เปนเวลา 3
ชั่วโมง และ 12 ชั่วโมง ตามลําดับ โดยทําการทดลอง 3 ซ้ํา เก็บตัวอยางครั้งละ 10 ไมโครลิตร เจือ
จางดวยคลอโรฟอรมในอัตราสวน 1:2 นําตัวอยางที่เก็บไดไปวิเคราะหปริมาณแวกซเอสเทอรดวย
เครื่อง TLC/FID analyzer ตามวิธีการวิเคราะหขอ 4 และวิเคราะหผลทางสถิติตามวิธีวิเคราะหขอ 7

10.6 ปริมาณน้ําที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยา
นําเอนไซมไลเปสตรึงรูปทางการคาที่มีประสิทธิภาพในการสังเคราะหแวกซเอส

เทอรและเอนไซมไลเปสอยางหยาบที่ผานการตกตะกอน มาศึกษาปริมาณน้ําที่เหมาะสมในการ
สังเคราะหแวกซเอสเทอร ทําปฏิกิริยาเชนเดียวกับการทดลองในขอที่ 9 โดยทั้ง 2 ชุดการทดลอง ใช
อัตราสวนโมลของไขมันที่สกัดไดจากกอนไขมันกับแอลกอฮอลของกรดไขมันที่เหมาะสมจากขอ 
10.4 โดยนําไขมันที่สกัดไดจากกอนไขมันในบอดักไขมันและ cetyl alcohol ในปริมาณที่เหมาะสม 
มาวางในกลองที่มีสารละลายเกลืออยูในแกวปริมาตร 20 มิลลิลิตร โดยทําการบมกับสารละลาย
เกลือ เปนเวลา 16 ชั่วโมง เพื่อปรับปริมาณน้ําของตัวอยาง ควบคุมปริมาณน้ําโดยใชสารละลายเกลือ
อิ่มตัว ดังนี้ MgCl2.6H2O (0.33), CuCl2 (0.67), (NH4) SO4 (0.79) และ BaCl2 (0.90) หลังจากนั้น
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นํามาละลายดวยตัวทําละลายอินทรียที่เหมาะสมจากขอ 10.6 ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร ในหลอด
ทดลองฝาเกลียวขนาด 10 มิลลิลิตร และเติมเอนไซมไลเปสตรึงรูปทางการคาที่คัดเลือกไดและ
เอนไซมไลเปสอยางหยาบในปริมาณที่เหมาะสมจากการศึกษาขอ 10.1 จากนั้นนําหลอดปฏิกิริยาไป
เขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที และอุณหภูมิที่เหมาะสมจากขอ 10.2 เปนเวลา 3 ชั่วโมง และ 12 
ชั่วโมง ตามลําดับ โดยทําการทดลอง 3 ซ้ํา เก็บตัวอยางครั้งละ 10 ไมโครลิตร เจือจางดวย
คลอโรฟอรมในอัตราสวน 1:2 นําตัวอยางที่เก็บไดไปวิเคราะหปริมาณแวกซเอสเทอรดวยเครื่อง 
TLC/FID analyzer ตามวิธีการวิเคราะหขอ 4 และวิเคราะหผลทางสถิติตามวิธีการวิเคราะหขอ 7
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บทที่ 3

ผลและวิจารณผลการทดลอง

1. การเก็บตัวอยาง

ทําการเก็บตัวอยางดินรอบๆ บริเวณบอดักไขมัน ทั้งหมด 10 จุด และตัวอยางน้ําเสีย
หรือน้ําทิ้งจากกระบวนการบําบัดน้ําเสียจํานวน 10 จุด เพื่อนํามาแยกเชื้อจุลินทรียที่มีความสามารถ
ในการผลิตเอนไซมไลเปส พบวาอุณหภูมิเฉลี่ยของตัวอยางทั้งหมดอยูระหวาง 29-30 องศาเซลเซียส 
ทั้งนี้เนื่องจากกระบวนการผลิตปลากระปองน้ําทิ้งสวนใหญมาจากการละลายปลารวมกับน้ําที่ใชทํา
ความสะอาดเครื่องมือและลางหองเย็นที่ใชเก็บรักษาวัตถุดิบ และมีคาพีเอชอยูในชวง 4.14-7.43 และ
ตัวอยางสวนใหญมีพีเอชเฉลี่ยที่ 6.0 ดังแสดงใน Table 7 (ภาคผนวก ข)

2. การศึกษาองคประกอบทางเคมีของน้ําเสียรวม และการสกัดไขมันจากกอนไขมันในบอดักไขมัน

2.1 องคประกอบทางเคมีของน้ําเสียรวม
จากการเก็บตัวอยางน้ําเสียรวม โดยเก็บจากทอรวมน้ําเสียที่ไหลลงสูบอดักไขมัน

ซึ่งมีการปนเปอนของไขมันและน้ํามันจากกระบวนการผลิตปลากระปอง โดยทําการศึกษา
องคประกอบของน้ําเสียทางเคมี ซึ่งไดทําการวิเคราะหตัวอยาง 3 ซ้ํา ไดแก ปริมาณโปรตีน, ไขมัน, 
ความชื้น, เกลือ ผลดังแสดงใน Table 3

Table 3. Chemical characteristics of wastewater from tuna canning plant.

                 * Average from triplicates.

Chemical characteristics Values of analyses*

pH
Temperature (°C)
Moisture (%)
Salt (%)
Total nitrogen (mg/l)
Oil (mg/l)

6.87 ± 0.12
29±1.00

99.74 ± 0.19
9.17 ± 0.01
300 ± 0.00

72.97± 0.21

50
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จากผล Table 3 พบวาน้ําเสียรวมที่ไดมีคาพีเอช 6.87±0.12 อุณหภูมิ 29±1.00 องศา
เซลเซียส คาความชื้น 99.74± 0.19 % ปริมาณเกลือ 9.17±0.01 % ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด 300 
มิลลิกรัมตอลิตรและน้ํามัน 72.97±0.21 มิลลิลิกรัมตอลิตร ซึ่งอุณหภูมิอยูในชวงของคามาตรฐานน้ํา
ทิ้งอุตสาหกรรมโดยกําหนดคาไมใหเกิน 40 องศาเซลเซียส เนื่องจากเปนโรงงานผลิตปลากระปอง 
จะใชน้ําปริมาณมากที่สุดในกระบวนการละลายปลา ลางปลา ควักไสผาทอง โดยน้ําที่ใชมีอุณหภูมิ
เทากับอุณหภูมิหองรวมกับน้ําเย็นจากหองเย็นทําใหมีอุณหภูมิคอนขางต่ํา สวนคาพีเอชของน้ําเสียมี
คาเปนกรดออนคอนขางเปนกลาง ซึ่งมีปริมาณโปรตีน และปริมาณไขมันนอยมาก เมื่อเปรียบเทียบ
กับคุณลักษณะของน้ําเสียรวมโรงงานผลิตปลากระปอง จากการศึกษาของบุญชัย วิจิตรเสถียร 
(2537) ที่พบวาน้ําเสียรวมมีคาพีเอชอยูในชวง 6.19-6.63 มีปริมาณน้ํามันและไขมัน 2,300-8,500 
mg/l และปริมาณโปรตีน 7,332-7,448 mg/l แตจากงานวิจัยนี้กระบวนการผลิตปลากระปองของ
โรงงานสงขลาแคนนิ่งจะมีการแยกน้ํานึ่งปลาบางสายพันธุออกจากน้ําเสียรวม ซึ่งน้ํานึ่งปลาที่ถูก
แยกออกจะมีชั้นไขมันปริมาณมากลอยอยูบริเวณผิวหนา โดยน้ํานึ่งปลาบางสายพันธุจะถูกสงไปทํา
เปนน้ําปลาเขมขน เมื่อถูกกักเก็บออกไป ซึ่งทําใหน้ําทิ้งของโรงงานมีปริมาณโปรตีนและไขมันใน
ปริมาณที่ต่ํา สวนน้ํานึ่งปลาสายพันธุอื่นที่ไมนําไปทําน้ําปลาเขมขนจะถูกปลอยรวมกับน้ําเสียรวม 
ซึ่งเวลาที่ทําการเก็บตัวอยางเวลา 10.00-11.00 น. อาจจะเปนเวลาที่ไมไดอยูในชวงของการปลอยน้ํา
นึ่งปลาหรือยังมีการผลิตที่ต่ํา จึงทําใหน้ําทิ้งมีปริมาณไขมันและโปรตีนนอย ซึ่งลักษณะของน้ําทิ้งที่
ไดจะมีสีน้ําตาลออน กลิ่นคาว มีเศษเนื้อปลาเล็กนอย มีความเขมขนนอยกวาน้ํานึ่งปลา และมีไขมัน
ลอยเปนชั้นบาง ๆ

2.2 การสกัดไขมันจากกอนไขมันในบอดักไขมัน
เมื่อทําการสกัดตัวอยางไขมันจากกอนไขมันในบอดักไขมันจํานวน 35 กิโลกรัม

ดวยเฮกเซน ในอัตราสวน 1:2 แลวเขยาเปนเวลา 30 นาที กรองเอาตะกอน และสิ่งสกปรกออกดวย
ผาขาวบาง พบวาไขมันละลายอยูในตัวทําละลายเฮกเซนซึ่งมีสีดํา เมื่อนําชั้นไขมันไประเหยตัวทํา
ละลายอินทรียออกดวยเครื่อง Rotary Evaporator อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ไดปริมาณไขมัน 4.5 
ลิตร ทั้งนี้เฮกเซนที่ระเหยออกมาจะถูกนําไปใชในการสกัดตอไดอีก โดยใชเฮกเซนในการสกัด
ทั้งหมด 70 ลิตร ไขมันที่สกัดไดจากกอนไขมันในบอดักไขมันในขางตนมีสีน้ําตาลเขม แข็งตัวทันที
ที่อุณหภูมิหองและหลอมเหลวเปนของเหลวสีดําที่อุณหภูมิสูงกวา 50 องศาเซลเซียส และมีปริมาณ
กรดไขมันอิสระประมาณ 90 เปอรเซ็นต ซึ่งจากการที่ไขมันที่สกัดไดจากกอนไขมันในบอดักไขมัน
แข็งตัวที่อุณหภูมิหองอาจเกิดจากการมีกรดไขมันอิ่มตัวสูง 
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2.3 การวิเคราะหองคประกอบของไขมันที่สกัดจากกอนไขมันในบอดักไขมัน
       - การวิเคราะหองคประกอบของไขมันที่สกัดจากกอนไขมันในบอดักไขมันดวย TLC/FID 

analyzer
นําตัวอยางไขมันที่สกัดจากกอนไขมันในบอดักไขมันไปวิเคราะหองคประกอบ

ของไขมันดวยเครื่อง TLC/FID analyzer โดยใชตัวอยางไขมันเจือจางดวยคลอโรฟอรม พบวาผล
โครมาโตแกรมเปรียบเทียบกับตัวอยางน้ํามันปลาบริสุทธิ์ที่ประกอบดวยไตรกลีเซอไรด ซึ่งมี 
retention time ในชวงเวลา 0.108 นาที (Figure 6A) โดยองคประกอบสวนใหญของตัวอยางไขมันที่
สกัดจากกอนไขมันในบอดักไขมันดวยเฮกเซน คือ กรดไขมันอิสระ ซึ่งมีปริมาณมากกวา 90 
เปอรเซ็นต (Figure 6B) มี retention time ในชวงเวลา 0.125-0.150 นาที เปนพีคแรก สวนพีคสุดทาย
จะมี retention time ในชวงเวลา 0.445-0.457 นาที โดยจะเปนพวกที่มีขั้วมาก เนื่องจากสามารถ
เคลื่อนที่ไดนอย เพื่อใหแนชัดจึงทําการผสมตัวอยางน้ํามันที่สกัดไดกับน้ํามันปลาบริสุทธิ์ ผลจาก 
Figure 6C พบวาตัวอยางน้ํามันที่สกัดไดดวย เฮกเซนนั้นไมใชเปนไตรกลีเซอไรด เนื่องจาก
retention time แตกตางกัน สวนปริมาณกรดไขมันอิสระในตัวอยางไขมันที่สกัดจากกอนไขมันใน
บอดักไขมันสอดคลองกับการหาปริมาณของกรดไขมันอิสระดวยวิธีการไทเทรตดวยสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด 0.1 โมลาร (IUPAC, 1979) ตามภาคผนวก ค. พบวามีปริมาณกรดไขมันอิสระ
ประมาณกวา 90 เปอรเซ็นต

2.4 การทําบริสุทธิ์ไขมันที่สกัดไดจากกอนไขมันในบอดักไขมันบางสวนดวย silica gel column 
chromatography

การแยกไขมันที่สกัดไดจากกอนไขมันในบอดักไขมันดวยเฮกเซนมีความไม
บริสุทธิ์สูงจึงไมสามารถวิเคราะหดวยเครื่อง GC-MS และทําบริสุทธิ์ไขมันที่สกัดไดจากกอนไขมัน
ในบอดักไขมันขั้นตนโดยใชซิลิกาเจลคอลัมนโครมาโตกราฟ ตรวจสอบองคประกอบของสารดวย 
TLC/FID analyzer ตามวิธีการทดลองขอที่ 2 ผลแสดงดัง Figure 7 พบวาไขมันที่สกัดจากกอน
ไขมันในบอดักไขมันถูกชะออกมาตามระบบของตัวทําละลายได 4 ตัวอยาง โดยตัวอยางที่ 1 สารที่
ไดแข็งตัวเปนผลึกสีขาวขุน มีปริมาณมากกวาตัวอยางอื่น สวนตัวอยางที่ 2 สารที่ไดเปนของเหลวมี
สีเหลืองออน สวนตัวอยางที่ 3 และ 4 สารที่ไดเปนของเหลวมีสีน้ําตาลเขม และเมื่อนําตัวอยางไป
วิเคราะหดวย TLC/FID analyzer พบวาตัวอยางที่ 1 เปนกรดไขมันอิสระ (Figure 6A) โดยตัวอยางที่ 
2, 3 และ 4 (Figure 7B, 7C และ 7D) โครมาโตแกรมออกมาใกลเคียงกันที่ชวงเวลา 0.430-0.450 
นาที และนําตัวอยางทั้ง 4 ตัวอยางไปวิเคราะหองคประกอบดวย GC-MS โดยใชสภาวะของ
Kaewsuwan และคณะ (2006) ดังในวิธีการวิเคราะหในขอที่ 5
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A

B

C

Figure 6. Composition of fatty acid from purified fish oil (A), fat extracted from fat cake (B) and 
mixture of purified fish oil and fat extracted from fat cake (C) by TLC/FID analyzer.
condition: Stationary phase : CHROMAROD-S III

Mobile phase : Benzene/chloroform/acetic acid (50:20:0.7) for 35 min
Gas flow : H2 150 ml/min, air 700 ml/min

   Scanning speed : 30 sec/Rods
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2.5 การวิเคราะหองคประกอบไขมันที่สกัดไดจากกอนไขมันในบอดักไขมันที่ทําบริสุทธิ์
บางสวนดวย GC-MS analyzer

นําตัวอยางไขมันที่สกัดไดจากกอนไขมันในบอดักไขมันที่ผานการทําบริสุทธิ์
บางสวนดวยซิลิกาเจลคอลัมนโครมาโตกราฟ 4 ตัวอยาง ทําการวิเคราะหองคประกอบของไขมัน
ดวยเครื่อง GC-MS โดยใชสภาวะที่เหมาะสมในการแยกไขมัน (Kaewsuwan et al., 2006) ดังวิธีการ
วิเคราะหในขอที่ 5 พบวาผลแสดงใน Table 4 สามารถสรุปไดวาไขมันที่สกัดไดจากกอนไขมันใน
บอดักไขมันดวยเฮกเซนนั้นมีองคประกอบสวนใหญเปนกรดไขมันที่มีสายคารบอนอะตอมตั้งแต
คารบอน 14 ถึง 18 คือ กรดไมริสติก 4.03 เปอรเซ็นต กรดปาลมิติก 47.39 เปอรเซ็นต กรดสเตียริก 
10 เปอรเซ็นต กรดโอลิอิก 24.30 เปอรเซ็นต และกรดลิโนเลอิก 9.5 เปอรเซ็นต ทั้งนี้การที่ตัวอยาง
ไขมันที่สกัดไดเกิดการแข็งตัวทันทีที่อุณหภูมิหอง เนื่องจากตัวอยางเปนกอนไขมันซึ่งมีการแข็งตัว
อยูแลวและไขมันที่แข็งตัวสวนใหญจะประกอบดวยกรดไขมันอิ่มตัว การศึกษาของ Sarabok 
(2000); Wongsakul และคณะ (2004) รายงานวากรดไขมันในน้ํามันปลาทูนาประกอบดวยกรดไม   
ริสติก 4 เปอรเซ็นต กรดปาลมิติก 20.78 เปอรเซ็นต กรดปาลมิโตโอลิอิก 5.76 เปอรเซ็นต กรดสเตีย
ริก 6.85 เปอรเซ็นต กรดโอลิอิก 10.73 เปอรเซ็นต กรดลิโนเลอิก 1.68 เปอรเซ็นต กรดอะราชิโดนิก 
1.84 เปอรเซ็นต EPA 6.42 เปอรเซ็นต และ DHA 28.18 เปอรเซ็นต ซึ่งทั้งหมดเปนกรดไขมันสาย
ยาวตั้งแตคารบอน 14-22 อะตอม และ Rachapol (2007) ไดวิเคราะหองคประกอบของน้ํามันปลาทู
นาที่ทําบริสุทธิ์ พบวามีกรดไมริสติก 6.02 เปอรเซ็นต กรดปาลมิติก 26.78 เปอรเซ็นต กรดปาลมิโต
โอลิอิก 5.82 เปอรเซ็นต กรดสเตียริก 5.85 เปอรเซ็นต กรดโอลิอิก 9.73 เปอรเซ็นต กรดลิโนเลอิก 
1.22 เปอรเซ็นต กรดอะราชิโดนิก 1.84 เปอรเซ็นต EPA 5.42 เปอรเซ็นต และ DHA 27.18 
เปอรเซ็นต ซึ่งการทดลองนี้ไขมันที่สกัดไดมาจากไขมันที่ลอยอยูบนผิวน้ําทิ้งของบอบําบัดน้ําเสีย
เปนระยะเวลานานกวา 1 ป กรดไขมันในน้ํามันจึงอาจจะถูกออกซิไดซดวยแสงและอากาศ อีกทั้งใน
กระบวนการผลิตปลาทูนาในน้ํามันยังมีการใชน้ํามันถั่วเหลืองบริสุทธิ์ แตมีการสูญเสียน้ํามันใน
สวนนี้นอยมาก เนื่องจากเปนขั้นตอนการเติมน้ํามันดวยหัวฉีดแลวบรรจุกระปองทันที จึงอาจเกิด
การสูญเสียจากการกระเด็นมายังสายพานการผลิตแลวมีการลางออกไป ดังนั้นไขมันที่สกัดไดและ
ผานการทําบริสุทธิ์บางสวนนั้นจึงประกอบดวยกรดไขมันสายยาวและสวนใหญเปนกรดไขมัน
อิ่มตัว อาทิเชน กรดปาลมิติก ซึ่งมีคุณสมบัติของกรดไขมันอิ่มตัวนั้นสามารถแข็งตัวไดที่
อุณหภูมิหอง มีจุดหลอมเหลวสูง โดยไขมันที่สกัดไดนั้นเริ่มเปนของเหลวที่อุณหภูมิสูงกวา 50 
องศาเซลเซียส มีสีดําน้ําตาล และกรดปาลมิติกมีมากที่สุดปริมาณ 47.39 เปอรเซ็นต ซึ่งมีจุด
หลอมเหลวที่ 61-64 องศาเซลเซียส (Sari and Karaipekli, 2008)
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จากการหาองคประกอบของไขมันดวยเครื่อง GC-MS จะบอกชนิดและปริมาณของ
กรดไขมันได และคํานวณน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยของไขมันปลาได 839.12 กรัมตอโมล (ภาคผนวก ก) 
เมื่อพิจารณาองค ประกอบของไขมันที่สกัดได มีแนวทางในการนําไปประยุกตใชเปนสารตั้งตนใน
การสังเคราะหแวกซเอสเทอรเพื่อเปนการเพิ่มมูลคาของวัสดุเศษเหลือใหเกิดประโยชนมากยิ่งขึ้น

Table 4. GC-MS analysis of fatty acid in partially purified fat extracted from fat cake from grease      
trap pond.

3. การแยกเชื้อจุลินทรียที่ผลิตเอนไซมไลเปส

จากการแยกเชื้อแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซมไลเปสโดยใชอาหารแข็งพื้นฐานที่
ประกอบดวยน้ํามันปลาจากน้ํานึ่งปลา 1 เปอรเซ็นต และ rhodamine B 0.001 เปอรเซ็นต บมที่ 37 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง พบวามีแบคทีเรียที่สามารถเจริญบนอาหารดังกลาวได
ทั้งหมด 111 ไอโซเลท แตเรืองแสงยูวีเปนสีมวงได 80 ไอโซเลท โดยไมพบวงใสรอบโคโลนี ซึ่ง
ไอออนของ rhodamine B จะไปจับกับไอออนของกรดไขมันอิสระเกิดเปน complex สามารถเรือง
แสงยูวีได แสดงวาแบคทีเรียสามารถผลิตเอนไซมไลเปสมายอยน้ํามันปลาจากน้ํานึ่งปลา

Sample
Retention time 

(min)
Identified compound Ratio (%)

Fraction 1

Fraction 2
Fraction 3
Fraction 4

3.114
4.336
4.516
5.819
6.049
6.440
7.963

-
-
-

Myristic acid
Palmitic acid

Palmitoleic acid
Stearic acid
Oleic acid

Linoleic acid
9,11-octadecadienoic acid

Not identify
Not identify
Not identify

4.035
47.393
3.258

10.092
24.298
9.552
1.372

-
-
-
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การหาความสามารถในการยอยสลายน้ํามันไตรบิวไทรินบนอาหารแข็ง โดยนํา
แบคทีเรียทั้ง 80 ไอโซเลท มา spot ลงบนอาหารแข็งพื้นฐานที่มีน้ํามันไตรบิวไทริน 1 เปอรเซ็นต
แลวสังเกตการเกิดวงใสรอบโคโลนี ซึ่งเปนผลมาจากการสรางเอนไซมไลเปสออกมาภายนอกเซลล
แลวยอยน้ํามันซึ่งเปนแหลงคารบอนใหเปนกรดไขมันอิสระ ทําใหสามารถสังเกตวงใสไดงาย
เนื่องจากน้ํามันไตรบิวไทรินเปนน้ํามันที่มีคารบอนสายสั้นเทากับ 4 อะตอม ซึ่งโดยทั่วไปเอนไซม
ไลเปสสามารถยอยน้ํามันไดทั้งสายสั้นและสายยาว (Ertugrul et al., 2007)  จากนั้นทําการวัดขนาด
วงใสรอบโคโลนีและขนาดของโคโลนีเพื่อทําการหาประสิทธิภาพการยอยสลายน้ํามันบนอาหาร
แข็ง (สมการในวิธีการทดลองขอที่ 4) ดัง Figure 8 และทําการคัดเลือกไอโซเลทที่เกิดวงใสรอบ
โคโลนีบนอาหารดังกลาวไดทั้งหมดจํานวน 43 ไอโซเลท โดยถือวามีความสามารถในการผลิต
เอนไซมไลเปส และคํานวณประสิทธิภาพการยอยสลายตามสมการดังที่กลาวขางตน (Figure 9) 
พบวาแบคทีเรีย 43 ไอโซเลท มีประสิทธิภาพการยอยสลายไตรบิวไทรินไดแตกตางกันโดย
แบคทีเรียที่ เกิดวงใสรอบโคโลนีบนอาหารแข็งพื้นฐานที่มีไตรบิวไทรินทั้งหมด คาดวาเปน
แบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซมอยูในกลุม Hydrolase คือ ไลเปสหรือเอสเทอเรส โดยไอโซเลท 
GT3 (19) มีประสิทธิภาพการยอยสลายสูงที่สุด เทากับ 3.83 รองลงมา คือ DG4 (18) ซึ่งมีคาเทากับ 
3.04 สวนไอโซเลท  DG4 (16) และ P2R6 (2) มีคาเทากับ 2.83 สวน GT3 (9), P2R6 (13), P2S1, 
P4I5 และ P4I5(6)  มีประสิทธิภาพการยอยสลายต่ําที่สุด คือ นอยกวา 0.5 สวนลักษณะทางสัณฐาน
วิทยา พบวาแบคทีเรียสวนใหญที่แยกไดเปนแบคทีเรียแกรมบวก รูปแทงและแทงสั้น สามารถสราง
สปอรได 
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Figure 7. Composition of fatty acid from partial purified fat extracted from fat cake 4 fractions; 
fraction 1(A), fraction 2(B), fraction 3(C) and fraction 4(D).

A

C

D

B
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Figure 8. Tributyrin hydrolysis of bacterial isolates grown on basal medium containing 1% 
tributyrin at 37°C for 48 h.

Figure 9. Hydrolysis index of the 43 bacterial isolates grown in basal medium containing 1% 
tributyrin at 37°C for 48 h.
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4. การคัดเลือกแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซมไลเปส

นําเชื้อแบคทีเรียทั้ง 43 ไอโซเลท มาทําการคัดเลือกแบคทีเรียที่มีความสามารถใน
การผลิตเอนไซมไลเปสในอาหารเหลวพื้นฐานที่มีน้ํามันปลาบริสุทธิ์ เปนแหลงคารบอน 1 
เปอรเซ็นต โดยวัดกิจกรรมการยอยสลายดวยวิธี two-phase emulsion method ดัดแปลงจากวิธีการ
ของ Lee และ Rhee (1993) โดยใชน้ํามันปาลมเปนสับสเตรท เนื่องจากการใชน้ํามันปลาบริสุทธิ์เปน
สับสเตรทนั้นไมสามารถทําปฏิกิริยากับสาร cupric acetate เพราะจะเกิดตะกอนสีน้ําเงิน-ดํา และ
สวนใสจะขุนกลายเปนสีเหลือง จึงใชน้ํามันปาลมเปนตัวแทนของสับสเตรทที่มีกรดไขมันสายยาว
ในการหากิจกรรมของเอนไซมไลเปสแทน ซึ่งไอโซเลทสวนใหญที่มีประสิทธิภาพการยอยสลาย
บนไตรบิวไทริน (C4) สูงแตมีกิจกรรมการยอยสลายน้ํามันปาลมไดนอย ทั้งนี้อาจจะเปนคุณสมบัติ
ของเอนไซมไลเปสที่มีความจําเพาะตอความยาวของสายคารบอนของสับสเตรท พบวามีแบคทีเรีย
จํานวน 11 ไอโซเลต ที่มีคากิจกรรมในการยอยสลายน้ํามันปาลมอยูในกลุมสูงสุด โดยไอโซเลท 
EQ3 มีคากิจกรรมสูงสุด คือ 1.5 ยูนิตตอมิลลิลิตร และ SD 3 มีกิจกรรมรองลงมา คือ 0.53 ยูนิตตอ
มิลลิลิตร ซึ่งทั้งสองไอโซเลทมีประสิทธิภาพการยอยสลายไตรบิวไทรินเพียง 0.5 และ 0.3 
ตามลําดับ (Figure 10)

 

Figure 10. Lipase activity of 11 bacterial isolates (reaction condition: palm oil as substrate at 
                  pH 6.0, 37°C and 300 rpm for 30 min).
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5.  การจัดจําแนกสายพันธุเชื้อแบคทีเรีย

จากการคัดเลือกแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซมไลเปสยอยน้ํามันปลาไดดีจากผล
การทดลองขอ 4 พบวาเชื้อแบคทีเรียไอโซเลท EQ3 สามารถผลิตเอนไซมไลเปสที่มีกิจกรรมสูงที่สุด 
จากนั้นนําเชื้อแบคทีเรียดังกลาวมาศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา โดยสังเกตลักษณะของสี ผิวหนา
และขอบของโคโลนีบนอาหารแข็ง nutrient agar หลังจากบมเปนเวลา 24 ชั่วโมง และสังเกตรูปราง
ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 1000 เทา พบวาเชื้อแบคทีเรียไอโซเลทดังกลาวมีลักษณะโคโลนีสี
เหลือง กลม นูน ขอบเรียบ ทึบแสง มีขนาด 1-2 มิลลิเมตร ลักษณะเซลลเปนรูปแทงขนาดสั้น ยอม
แกรมติดสีแดงซึ่งเปนแบคทีเรียแกรมลบ ขนาดเล็กมาก ไมมีสปอร ทดสอบแคตาเลสใหผลบวก 
จากนั้นจึงสงเชื้อแบคทีเรียไอโซเลท EQ3 วิเคราะหลําดับเบสในบริเวณ 16S rDNA โดยสงวิเคราะห
ผลที่คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล พบวาเชื้อแบคทีเรียไอโซเลท EQ3 มีความเหมือนกับ
แบคทีเรีย Burkholderia sp. (identities) เทากับ 99 เปอรเซ็นต ที่ 1408 คูเบส (ภาคผนวก ง) (ดัง 
Figure 11) จึงใหชื่อแบคทีเรียที่ไดวา Burkholderia sp. EQ3

Figure 11. Phylogenetic tree of Burkholderia sp. EQ3.
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6. การศึกษาชวงเวลาที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมไลเปส

จากการศึกษาชวงเวลาที่เหมาะสมโดยเลี้ยงแบคทีเรียที่คัดเลือกได Burkholderia sp. 
EQ3 ในอาหารเหลวพื้นฐานที่มีน้ํามันปลา 1 เปอรเซ็นต ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส พบวาเชื้อ Burkholderia sp. EQ3 สามารถเจริญไดสูงสุดที่เวลา 36 ชั่วโมง โดยมี
คาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตรได 5.5 หลังจากนั้นการเจริญของเชื้อลดลง และเชื้อ
สามารถผลิตเอนไซมไลเปสไดดีที่สุดที่เวลา 12 ชั่วโมง ซึ่งสามารถผลิตได 1.9 ยูนิตตอมิลลิลิตร 
แสดงวาการผลิตเอนไซมไลเปสของเชื้อ Burkholderia sp. EQ3 เกิดในชวง log phase (Figure 12) 
เชนเดียวกับการศึกษาของ Mahler และคณะ (2000) พบวาระยะเวลาที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซม
ไลเปสไดสูงที่สุดของแบคทีเรีย A. calcoaceticus คือ 12 ชั่วโมง และการทดลองของ Sharma และ
คณะ (2002) พบวาการผลิตเอนไซมอัลคาไลนไลเปสจากเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. RSJ1 สูงสุดที่ 
12 ชั่วโมง สวน Gupta และคณะ (2007) ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในถังหมักในการผลิตเอนไซมอัล
คาไลนไลเปสจาก B. multivorans พบวาสามารถผลิตเอนไซมไลเปสไดสูงสุดที่ 15 ชั่วโมง มี
กิจกรรม 58 ยูนิตตอมิลลิลิตร สวน Dharmsthiti และคณะ (1998) ศึกษาการนําเอนไซมไลเปสจาก P. 
aeruginosa LP602 ไปประยุกตใชในการบําบัดน้ําเสีย พบวาเชื้อผลิตเอนไซมได 3.5 ยูนิตตอ
มิลลิลิตร เปนเวลา 50 ชั่วโมง การศึกษาของ Schmidt-Dannert และคณะ (1997) พบวาการผลิต
เอนไซมไลเปสจากเชื้อ B. thermocatenulatus ที่ เหมาะสมอยูที่  16 ชั่วโมง โดยมีกิจกรรมของ
เอนไซมอยูในชวง 0.30-0.45 ยูนิตตอมิลลิลิตร อยางไรก็ตามการศึกษาของ Chaiyaso (2007) พบวา 
B. multivorans PSU AH-130 ผลิตเอนไซมไดสูงสุด 38 ยูนิตตอมิลลิลิตรที่เวลา 72 ชั่วโมง จากการ
ทดลองไดนําระยะเวลาการผลิตเอนไซมไลเปสของเชื้อ Burkholderia sp. EQ3 ที่เวลา 12 ชั่วโมง
เปนเวลาที่เหมาะสมในการทดลองปจจัยอื่นตอไป
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Figure 12. Growth and lipase production of Burkholderia sp. EQ3 cultivated in basal medium   
containing 1% extracted fish oil from pre-cooking condensate at 37°C with shaking 
speed of 200 rpm.

7.  การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมไลเปส

7.1 การศึกษาแหลงและปริมาณคารบอนที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมไลเปส
การศึกษาชนิดของแหลงคารบอนที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมไลเปส ซึ่งแหลง

คารบอนมีความสําคัญตอการเจริญ การผลิตพลังงาน ทําใหมีการผลิตเอนไซมเพื่อนําแหลงคารบอน
ไปใชภายในเซลล จากการเลี้ยง Burkholderia sp. EQ3 ในอาหารเหลวพื้นฐานที่มี กลูโคส ซูโครส 
ไตรบิวไทริน น้ํามันปาลม และน้ํามันปลาที่ผานการทําบริสุทธิ์ 1 เปอรเซ็นตเปนแหลงคารบอน และ
เขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เก็บตัวอยางที่เวลา 12 ชั่วโมง วัด
การเจริญของเชื้อโดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร พบวาเชื้อ Burkholderia
sp. EQ3 เจริญไดดีในอาหารเหลวพื้นฐานที่มีน้ํามันปลาที่ผานการทําบริสุทธิ์ น้ํามันปาลม และไตร
บิวไทริน เปนแหลงคารบอนตามลําดับ (Figure 13) โดยเจริญไดดีที่สุดในอาหารเหลวพื้นฐานที่มี
น้ํามันปลาที่ผานการทําบริสุทธิ์เปนแหลงคารบอน โดยมีคาการดูดกลืนแสงของเชื้อได 7.14 และมี
กิจกรรมของเอนไซมไลเปสไดสูงสุด 1.8 ยูนิตตอมิลลิลิตร รองลงมา คือ อาหารเหลวพื้นฐานที่มี
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น้ํามันปาลมเปนแหลงคารบอน มีการเจริญดีวัดคาการดูดกลืนแสงได 6.9 และผลิตเอนไซมไลเปส
ได 0.38 ยูนิตตอมิลลิลิตร สวนอาหารเหลวพื้นฐานที่มีไตรบิวไทรินเปนแหลงคารบอน สามารถผลิต
เอนไซมไลเปสได 0.29 ยูนิตตอมิลลิลิตร Burkholderia sp. EQ3 สามารถเจริญไดดีในอาหารเหลว
พื้นฐานที่มีน้ํามันตางๆ เปนแหลงคารบอน และสามารถผลิตเอนไซมไลเปสไดดีในอาหารที่มีน้ํามัน
ประกอบดวยคารบอนสายยาว สวนอาหารที่มีกลูโคสและซูโครสเปนแหลงคารบอนนั้น 
Burkholderia sp. EQ3 เจริญไดนอยมาก ทั้งนี้อาจมาจากคาพีเอชของอาหารลดลง มีคาในชวง 2.9-
3.6 ทําใหความเปนกรดไปยับยั้งการเจริญของเชื้อและสงผลใหการผลิตเอนไซมไลเปสนอยลง จาก
การทดลองบงชี้วาเชื้อ Burkholderia sp. EQ3 สามารถผลิตเอนไซมไลเปสไดโดยตองอาศัยตัว
เหนี่ยวนํา (inducer) ในที่นี้ คือ น้ํามัน และสามารถผลิตเอนไซมไลเปสที่มีกิจกรรมสูงที่สุดเมื่อใช
น้ํามันปลาที่ผานการทําบริสุทธิ์ ซึ่งผลการทดลองคลายกับ Bora และ Kalita (2007) ที่ทําการศึกษา
สภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมไลเปสจากเชื้อ Bacillus sp. LBN 4 โดยมี กลูโคส ซูโครส 
มอลโตส ฟรุคโตส แลคโตส และน้ํามันมะกอกเปนแหลงคารบอน พบวาเชื้อสามารถเจริญและผลิต
เอนไซมไลเปสไดดีในอาหารที่มีน้ํามันมะกอกโดยผลิตเอนไซมได 6.0 ยูนิตตอมิลลิลิตร คลายกับ
การศึกษาของ Chaiyaso (2007) พบวาใชน้ํามันมะกอกเปนแหลงคารบอนผลิตเอนไซมไลเปสจาก
B. multivorans PSU 130 ได 30.15 ยูนิตตอมิลลิลิตร ซึ่งน้ํามันมะกอกสวนใหญประกอบดวยกรดโอ
ลิอิก สวน Kumar และคณะ (2005) ศึกษาผลของแหลงคารบอนตอการผลิตเอนไซมไลเปสของ B. 
coagulans BTS-3 พบวาน้ํามันมัสตารดบริสุทธิ์สามารถเพิ่มกิจกรรมของเอนไซมได 0.46 ยูนิตตอ
มิลลิลิตร รองลงมา คือ  Tween 80 และน้ํามันมะกอกไดกิจกรรมเปน 0.38 ยูนิตตอมิลลิลิตร สวน 
Rathi และคณะ (2000); Bradoo และคณะ (2002) พบวาเอนไซมไลเปสที่ผลิตจากเชื้อ Burkholderia
sp. มีกิจกรรมการยอยสลายคารบอนสายยาวมากกวา 12 อะตอม
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Figure 13. Effect of various carbon sources 1% (w/v) on pH (A), growth and lipase activity (B) of
Burkholderia sp. EQ3 grown in basal medium containing 1% carbon source (palm 
oil, extracted fish oil from pre-cooking condensate, tributyrin, glucose, sucrose and 
molasses) at 37°C with shaking speed of 200 rpm for 12 h.
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Figure 14. Effect of extracted fish oil from pre-cooking condensate concentration on pH (A), 
growth and lipase activity (B) of Burkholderia sp. EQ3 grown  in basal medium at 
37°C with shaking speed of 200 rpm for 12 h.
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จากการทดลองผลของชนิดแหลงคารบอนตอการผลิตเอนไซมไลเปสจาก
Burkholderia sp. EQ3 นั้น น้ํามันปลาที่ผานการทําบริสุทธิ์เปนแหลงคารบอนที่ดีที่สุด ดังนั้นจึง
ทําการศึกษาความเขมขนที่เหมาะสมของน้ํามันปลาที่ผานการทําบริสุทธิ์ตอการเจริญและผลิต
เอนไซมไลเปส ผลการทดลองดัง Figure 14 พบวาเชื้อ Burkholderia sp. EQ3 สามารถเจริญและผลิต
เอนไซมไลเปสไดสูงสุดในอาหารที่มีน้ํามันปลาที่ผานการทําบริสุทธิ์ 1 เปอรเซ็นต และผลิต
เอนไซมไลเปสไดลดลงเมื่อมีปริมาณน้ํามันปลาที่ผานการทําบริสุทธิ์เพิ่มขึ้น สําหรับชุดการทดลอง
ที่ไมมีน้ํามันปลาที่ผานการทําบริสุทธิ์พบวาไมมีการผลิตเอนไซมไลเปส ทั้งนี้เนื่องจากแหลง
คารบอนเปนแหลงที่สําคัญตอการเจริญและการผลิตเอนไซม และเมื่อมีการเพิ่มความเขมขนของ
น้ํามันปลาที่ผานการทําบริสุทธิ์มากขึ้น พบวาการเจริญและการผลิตเอนไซมไลเปสลดลง ทั้งนี้
เนื่องจากปริมาณน้ํามันที่อยูบนผิวหนาของอาหารทําใหการซึมผานของอากาศลดลงเชนเดียวกับ 
Bora และ  Kalita (2007) พบวาเอนไซมไลเปสจากเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. LBN 4 มีกิจกรรมของ
เอนไซมไลเปสสูงที่สุด 6.0 ยูนิตตอมิลลิลิตร เมื่อใสน้ํามันมะกอก 1 เปอรเซ็นต และ Kumar และ
คณะ (2005) พบวาเอนไซมไลเปสจาก B. coagulans BTS-3 สามารถผลิตเอนไซมไลเปสไดสูงสุด 
0.68 ยูนิตตอมิลลิลิตร เมื่อใสน้ํามันมัสตารด 1 เปอรเซ็นต และการศึกษาของ Chaiyaso (2007) 
พบวาปริมาณของน้ํามันมะกอก 1.5 เปอรเซ็นต สามารถผลิตเอนไซมไลเปสจาก B. multivorans 
PSU 130 ไดสูงที่สุดถึง 32.4 ยูนิตตอมิลลิลิตร

7.2 การศึกษาแหลงและปริมาณไนโตรเจนที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมไลเปส
จากการศึกษาแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมไลเปส โดยเลี้ยง

Burkholderia sp. EQ3 ในอาหารเหลวพื้นฐานที่มีน้ํามันปลาที่ผานการทําบริสุทธิ์ 1 เปอรเซ็นต เปน
แหลงคารบอน และมีแหลงไนโตรเจนเปน ยีสตสกัด, ทริปโตน, แอมโมเนียมซัลเฟต และทริปโตน: 
ยีสตสกัด: แอมโมเนียมซัลเฟต โดยมีชุดละ 0.3 เปอรเซ็นต เลี้ยงที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที 
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เก็บตัวอยางที่เวลา 12 ชั่วโมง พบวาเชื้อ Burkholderia sp. EQ3 สามารถ
เจริญและผลิตเอนไซมไลเปสไดดีในอาหารที่มีน้ํามันปลาที่ผานการทําบริสุทธิ์เปนแหลงคารบอน 
โดยมีทริปโตน, ทริปโตน:ยีสตสกัด:แอมโมเนียมซัลเฟต, ยีสตสกัด และแอมโมเนียมซัลเฟตเปน
แหลงไนโตรเจน ตามลําดับ (Figure 15) ซึ่งชุดการทดลองที่มีทริปโตนเปนแหลงไนโตรเจน เชื้อ
เจริญไดดีมีคาการดูดกลืนแสงที่ 660 นาโนเมตร เทากับ 5.0 และสามารถผลิตเอนไซมไลเปสได 1.8 
ยูนิตตอมิลลิลิตร สวนทริปโตน:ยีสตสกัด:แอมโมเนียมซัลเฟต มีการเจริญของเชื้ออยูที่ 5.1 และ
สามารถผลิตเอนไซมไลเปสได 1.5 ยูนิตตอมิลลิลิตร สวนชุดการทดลองที่มียีสตสกัดเปนแหลง
ไนโตรเจนที่มีคาการเจริญของเชื้อสูงที่สุดจากคาดูดกลืนแสงไดเทากับ 5.6 และสามารถผลิต
เอนไซมไลเปส 1.0 ยูนิตตอมิลลิลิตร และชุดที่มีแอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลงไนโตรเจน พบวาการ



67

เจริญจากการวัดคาดูดกลืนแสงของเชื้อและกิจกรรมของเอนไซมนอยที่สุดประมาณ 2.2 และ 0.88 ยู
นิตตอมิลลิลิตร จากการทดลองดังกลาวสรุปไดวาเชื้อ Burkholderia sp. EQ3 สามารถเจริญไดดีใน
แหลงไนโตรเจนอินทรีย ซึ่งผลการทดลองสอดคลองกับ Ruchi และคณะ (2008) ศึกษาสภาวะที่
เหมาะสมในการผลิตเอนไซมไลเปสของเชื้อ Pseudomonas aeruginosa พบวาทริปโตนเปนแหลง
ไนโตรเจนที่ดีที่สุด เนื่องจากใหกิจกรรมของเอนไซมสูงถึง 185 IU/ml สวน Bora และ Kalita 
(2007) ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมไลเปสจากเชื้อ Bacillus sp. LBN 4 พบวาเชื้อ
แบคทีเรียสามารถผลิตเอนไซมไลเปสไดดีเมื่อมียีสตสกัดและทริปโตนเปนแหลงไนโตรเจนมีคา
กิจกรรมของเอนไซมไลเปสเทากับ 3.48 ยูนิตตอมิลลิลิตรเมื่อมียีสตสกัด 1 เปอรเซ็นต (w/v) สวน 
Kumar และคณะ (2005) ศึกษาผลของแหลงไนโตรเจนอินทรียและอนินทรียตอการผลิตเอนไซมไล
เปสของเชื้อแบคทีเรีย B. coagulans BTS-3 พบวาเชื้อผลิตเอนไซมไลเปสที่มีกิจกรรมสูงสุด เมื่อมีเป
บโตนและยีตสสกัด 0.1 เปอรเซ็นต โดยใหกิจกรรมเทากับ 0.67 ยูนิตตอมิลลิลิตร สวน Cordenons 
และคณะ (1996) ศึกษาแหลงไนโตรเจนในการผลิตเอนไซมไลเปสของ A. calcoaceticus พบวาทริ
ปโตนเปนแหลงไนโตรเจนที่สามารถเพิ่มการผลิตเอนไซมได 2-3 เทา และการศึกษาของ Chaiyaso 
(2007) พบวาแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมไลเปสที่ผลิตจาก B. multivorans PSU 
130 คือ ทริปโตน ซึ่งสามารถผลิตไลเปสมีกิจกรรม 20.5 ยูนิตตอมิลลิลิตร

การศึกษาผลของชนิดแหลงไนโตรเจนตอการเจริญและการผลิตเอนไซมไลเปส
โดย Burkholderia sp. EQ3 พบวาทริปโตนเปนแหลงไนโตรเจนที่ดีที่สุด ดังนั้นจึงทําการศึกษาความ
เขมขนของทริปโตนที่เหมาะสมที่ทําให Burkholderia sp. EQ3 ผลิตเอนไซมไลเปสไดสูงที่สุด โดย
ศึกษาปริมาณของทริปโตนที่ 0.1, 0.2, 0.3 และ 0.4 เปอรเซ็นต (w/v) เก็บตัวอยางที่เวลา 12 ชั่วโมง 
ผลการทดลองดัง Figure 16 พบวาเชื้อ Burkholderia sp. EQ3 สามารถเจริญและผลิตเอนไซมไลเปส
ไดสูงสุดในอาหารที่มีทริปโตน 0.1 เปอรเซ็นต และผลิตเอนไซมลดลงเมื่อปริมาณทริปโตนเพิ่มขึ้น 
สอดคลองกับการศึกษาของ Chaiyaso (2007) พบวาปริมาณของทริปโตนที่เหมาะสมตอการผลิต
เอนไซมไลเปสที่ผลิตจาก B. multivorans PSU130 คือ 0.2 เปอรเซ็นต และเมื่อปริมาณทริปโตนมาก
ขึ้นกิจกรรมของเอนไซมจะลดลง ทั้งนี้เนื่องจากทริปโตนมีกรดอะมิโนหลายชนิดเปนองคประกอบ
และ Nashif และ Nelson (1953); Lawrence และคณะ (1967) ใหความเห็นวากรดอะมิโนมีบทบาท
สําคัญตอการผลิตเอนไซมไลเปส สวน Turki และคณะ (2009) ศึกษาการแยกไบโอแอคทีฟเปบไทด
จากทริปโตนโดยใชเอนไซมไลเปสจาก Yarrowia lipolytica อธิบายวาปริมาณของทริปโตนมีผล
อยางมากตอการผลิตเอนไซมไลเปส เมื่อปริมาณของทริปโตนสูงจะยับยั้งการผลิตเอนไซมไลเปส
โดยอาจจะทําใหปริมาณอาหารเสียสมดุลอันเนื่องมาจากปริมาณโอลิโกเปบไทดที่มากเกินพอ
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Figure 15.   Effect of nitrogen sources on pH (A), growth and lipase activity (B) of Burkholderia
sp. EQ3 grown in basal medium containing 1% extracted fish oil from pre-cooking 
condensate at 37°C with shaking speed of  200 rpm for 12 h.
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Figure 16. Effect of tryptone concentration on pH (A), growth and lipase activity (B) of   
Burkholderia sp. EQ3 grown in basal medium containing 1% extracted fish oil from 
pre-cooking condensate at 37°C with shaking speed of 200 rpm for 12 h.
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8. การทําบริสุทธิ์เอนไซมไลเปสดวยการตกตะกอน

จากการเลี้ยงเชื้อ Burkholderia sp. EQ3 ตามสภาวะที่เหมาะสมที่ไดทําการศึกษา
แลวขางตนปริมาณมากในอาหารเหลวพื้นฐานประกอบดวย ทริปโตน 1.0 กรัม, K2HPO4 2.0 กรัม, 
KH2PO4 1.0  กรัม, MgSO4.7H2O 0.2 กรัม และ CaCl2 0.15 กรัม พีเอช 6.0 เติมน้ํามันปลาจากน้ํานึ่ง
ปลาปริมาณ 1.0 เปอรเซ็นตเปนแหลงคารบอน บมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยาความเร็ว 200 
รอบตอนาที เปนเวลา 12 ชั่วโมง จากนั้นปนเหวี่ยงความเร็ว 8,500 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที นํา
สวนใสที่ไดไปทําบริสุทธิ์เอนไซมไลเปสอยางหยาบดวยสารตกตะกอนตางๆ ดังนี้ การตกตะกอน
เอนไซมดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัว 80 เปอรเซ็นต โดยจะทําการตกตะกอนเอนไซมที่ 50 
เปอรเซ็นตกอนแลวนําสวนใสไปตกตะกอนดวยเกลืออิ่มตัว 80 เปอรเซ็นต โดยการชั่งเกลือแลว
นําไปบดใหละเอียด และการตกตะกอนดวยตัวทําละลายอินทรีย คือ อะซิโตน และเอทิลแอลกอฮอล 
95 เปอรเซ็นต ในอัตราสวน 1:3 ไดผลการทดลองดังแสดงใน Table 5 พบวาการตกตะกอนเอนไซม
ดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัว 80 เปอรเซ็นต สามารถตกตะกอนเอนไซมไดอีก 10.3
เปอรเซ็นต แตมีปริมาณโปรตีนตกลงมามาก และจะสังเกตไดวาการตกตะกอนเอนไซมดวยเกลือ
แอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัวนั้น เมื่อหมุนเหวี่ยงแลว ตะกอนที่เกิดขึ้นจะมีลักษณะเปนสีน้ําตาลเขม 
เกาะกันเปนแผนตะกอนบางๆ ลอยอยูดานบนสารละลายและตกตะกอนขางหลอด ยากตอการเก็บ
ตะกอน ทําใหไดปริมาณเอนไซมที่นอย สวนชุดการตกตะกอนเอนไซมดวยตัวทําละลายอินทรีย ใน
อัตราสวน 1:3 คือ อะซิโตน พบวาสามารถตกตะกอนเอนไซมไลเปสไดถึง 89.3 เปอรเซ็นต และ
เอทิลแอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต สามารถตกตะกอนเอนไซมได 32.4 เปอรเซ็นต และเมื่อ
เปรียบเทียบกับชุดการตกตะกอนเอนไซมดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัว พบวาอะซิโตนเปนตัว
ทําละลายที่เหมาะสมที่สุดในการตกตะกอนเอนไซมไลเปสจาก Burkholderia sp. EQ3 อะซิโตน
และเอทิลแอลกอฮอลจะไปลดคากิจกรรมของนํ้าโดยมีผลตอคาคงที่ไดอิเลคตริค  (dielectric 
constant) ของสารละลายที่มีนํ้าเปนตัวทําละลายลดลงทําใหความสามารถในการเปนตัวทําละลาย
ของนํ้าลดลง เมื่อเพิ่มความเขมขนของตัวทําละลายอินทรียมากขึ้นเรื่อยๆ จนถึงจุดที่แรงกระทํา
ระหวางโมเลกุลของโปรตีนในสวนของพลังงานไฟฟาสถิตยบนโมเลกุลโปรตีนมีแรงกระทําที่สูง
กวาแรงกระทําระหวางโปรตีนกับนํ้า จะเกิดการเขามารวมตัวกันของโมเลกุลโปรตีน ทําใหโปรตีน
ตกตะกอนลงมาได (ชรินทร เตชะพันธุ, 2542) และการตกตะกอนจะถูกเหนี่ยวนําใหเกิดขึ้นเมื่อ
คาคงที่ไดอิเลคตริคลดลง อะซิโตนมีคาคงที่ไดอิเลคตริคเทากับ 21 เอทิลแอลกอฮอลเทากับ 30 
ดังนั้นอะซิโตนจึงสามารถตกตะกอนเอนไซมไดดีกวาเอทิลแอลกอฮอล อีกทั้งยังเปน polar aprotic 
solvent ดังนั้นเมื่อใสอะซิโตนลงไปอะซิโตนก็จะแยงจับกับน้ําทําใหคาไดอิเล็กทริกคอนสแตนท
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แวดลอมลดลง จึงทําใหโปรตีนตกตะกอน และสามารถทําบริสุทธิ์เอนไซมไดถึง 9.4 เทา และนํา
เอนไซมที่ทําการตกตะกอนแลวไปศึกษาคุณลักษณะของเอนไซมไลเปสและการประยุกตใชตอไป

Table 5. Precipitation of crude lipase from Burkholderia sp. EQ3.

9. การศึกษาคุณสมบัติของเอนไซมไลเปส

     9.1 อุณหภูมิและพีเอชที่เหมาะสม
เมื่อนําตะกอนของเอนไซมไลเปสที่ผลิตจากเชื้อ Burkholderia sp. EQ3 มาศึกษา

สภาวะที่เหมาะสมในการทํางานของเอนไซมตามวิธี two-phase emulsion method ดัดแปลงจาก
วิธีการของ Lee และ Rhee (1993) ทําการศึกษาที่อุณหภูมิตางๆ 5 อุณหภูมิ ดังนี้ 10, 25, 30, 37 และ 
45 องศาเซลเซียส ทําปฏิกิริยาเปนเวลา 1 ชั่วโมง ผลการทดลองดัง Figure 17 อุณหภูมิที่เหมาะสมใน
การทําปฏิกิริยา คือ 25 องศาเซลเซียส เปนอุณหภูมิที่ใหคากิจกรรมคงเหลือสูงที่สุด รองลงมา คือ 30, 
37, 45 และ 10 องศาเซลเซียส ตามลําดับ แสดงใหเห็นวาเอนไซมไลเปสที่ผลิตไดจากเชื้อ
Burkholderia sp. EQ3 นั้นเปนเอนไซมที่ทํางานไดดีที่อุณหภูมิปานกลาง เปนอุณหภูมิในชวง 25-40 
องศาเซลเซียส และเมื่ออุณหภูมิต่ําที่ 10 องศาเซลเซียส กิจกรรมคงเหลือของเอนไซมลดลงอยางมาก
เหลือเพียง 17 ยูนิตติอมิลลิลิตร และเมื่อเพิ่มอุณหภูมิสูงขึ้น พบวากิจกรรมคงเหลือของเอนไซม
คอยๆ ลดลงอยางตอเนื่องโดยเหลือกิจกรรมของเอนไซม 34 ยูนิตติอมิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 45 องศา
เซลเซียส 

Purification 
step

Total
protein

(mg)

Total
activity

(U)

Specific
activity
(U/mg)

Yield
(%)

Purification
(fold)

Supernatant
Acetone 1:3
Ethanol 1:3

(NH4)2SO4 50%
 (NH4)2SO4 50%-80%

171.6
18.1
21.3
7.2

26.1

95
84.8
30.8
18.9
9.8

0.5
4.7
1.4
2.6
0.4

100
89.3
32.4
22.7
10.3

1
9.4
2.8
5.2
0.8
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Figure 17. Effect of temperature on the activity of crude lipase produced by Burkholderia sp. EQ3
(reaction condition: palm oil as substrate at pH 6.0 and 300 rpm for 30 min).

Figure 18. Effect of pH on the activity of crude lipase produced by Burkholderia sp. EQ3               
(reaction condition: palm oil as substrate at 25°C and 300 rpm for 30 min). acetic 
buffer pH 4.0, 5.0 and 6.0;  phosphate buffer pH 6.0 and 7.0; tris-HCl pH 7.0 and 
8.0.
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ผลการศึกษาพีเอชที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยาของเอนไซมโดยทําปฏิกิริยาเปน
เวลา 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส พบวาเอนไซมไลเปสใหกิจกรรมสัมพัทธสูงในชวงพี
เอชปานกลางที่ 6.0-7.0 (Figure 18) โดยใหกิจกรรมสัมพัทธสูงสุดที่พีเอชเปน 6.0 และเมื่อคาพีเอช
ต่ํา คือ ที่พีเอช 4.0 และ 5.0 เอนไซมไลเปสมีกิจกรรมที่ลดลงอยางมีนัยสําคัญอยูที่ 28 และ 38 ยูนิ
ตตอมิลลิลิตร ซึ่งเมื่อเพิ่มพีเอชเปน 7.0 พบวากิจกรรมของเอนไซมไลเปสจะลดลงเพียงเล็กนอยโดย
เหลือ 43 ยูนิตติอมิลลิลิตร และที่พีเอช 8.0 กิจกรรมของเอนไซมลดลงอยางมากคงเหลือเพียง 27 ยู
นิตติอมิลลิลิตร เชนเดียวกับ Kiran และคณะ (2008) พบวาเอนไซมไลเปสจาก Pseudomonas sp. 
(MSI057) ทําปฏิกิริยาไดดีที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ชวงพีเอช 8.0-9.0 สวน Joseph และคณะ 
(2006) พบวาเอนไซมไลเปสจากเชื้อ Staphylococcus epidermidis มีอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํา
ปฏิกิริยาที่ 20 องศาเซลเซียส เมื่อ 25 องศาเซลเซียส จะยังคงเหลือ 90 เปอรเซ็นต และมีพีเอชที่
เหมาะสมในชวง 6.0-7.0 แตพีเอช 7.0 ใหกิจกรรมสัมพัทธของเอนไซมสูงที่สุด จากการทดลองของ 
Achamma และคณะ (2003) พบวาเอนไซมไลเปสที่ผลิตจาก Bacillus mycoides มีอุณหภูมิและพีเอช
ที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม คือ ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียสและพีเอช 8.0 และ Lotrakul 
และคณะ (1997) พบวาเอนไซมไลเปสจาก Aeromonas sobria LP004 มีพีเอชที่เหมาะสมในการ
ทํางานเปน 6.0 และที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส สวน Chaiyaso (2007) ศึกษาคุณสมบัติของ
เอนไซมไลเปสจาก B. multivorans PSU AH-130 พบวาเอนไซมมีกิจกรรมสูงที่สุดที่อุณหภูมิ
เหมาะสม 55 องศาเซลเซียส ที่พีเอช 8.0

9.2 ความเสถียรตออุณหภูมิและพีเอช
 จากการศึกษาผลของอุณหภูมิและพีเอชตอความเสถียรของเอนไซมไลเปสที่ผลิต

จากเชื้อ Burkholderia sp. EQ3 โดยศึกษาทั้งอุณหภูมิ และพีเอชของเอนไซม จึงทําการศึกษาที่
อุณหภูมิตางๆ 7 อุณหภูมิ ดังนี้ 4, 10, 25, 30, 37, 45 และ 50 องศาเซลเซียส โดยบมเปนเวลา 1 
ชั่วโมง ผลการทดลองไดแสดงใน Figure 19 พบวาเอนไซมไลเปสมีความคงตัวที่อุณหภูมิต่ําและให
คากิจกรรมสัมพัทธสูงที่สุดที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และเมื่ออุณหภูมิที่ทําการทดลองสูงขึ้น 
กิจกรรมสัมพัทธของเอนไซมจะลดลงโดยแปรผันตามอุณหภูมิที่สูงขึ้น รองลงมา คือ 10 โดยมีคา
กิจกรรมสัมพัทธกวา 70 เปอรเซ็นต ที่อุณหภูมิ 25 ถึง 45 องศาเซลเซียส มีคากิจกรรมสัมพัทธของ
เอนไซม 58-63 เปอรเซ็นต สวนที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส กิจกรรมสัมพัทธของเอนไซมลดลง
คงเหลือ 46 เปอรเซ็นต แสดงใหเห็นวาเอนไซมไลเปสที่ผลิตไดจากเชื้อ Burkholderia sp. EQ3 นั้น
สามารถคงกิจกรรมไวเมื่ออุณหภูมิต่ํา
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Figure 19. Effect of temperature on the stability of crude lipase produced by Burkholderia sp. EQ3
for 1 h at pH 6.0 (reaction condition: palm oil as substrate at pH 6.0, 25°C and 300 rpm 
for 30 min).

Figure 20. Effect of pH on the stability of crude lipase produced by Burkholderia sp. EQ3 at 25°C
for 1 h. (reaction condition: palm oil as substrate at pH 6.0, 25°C and 300 rpm for 30 
min).  acetic buffer pH 3.0, 4.0, 5.0 and 6.0;  phosphate buffer pH 6.0 and 7.0; 
tris-HCl pH 7.0, 8.0 and 9.0;  glycine-NaOH pH 9.0,10.0, 11.0 and 12.0.
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ผลการศึกษาความเสถียรตอพีเอชของเอนไซม (Figure 20) โดยบมเอนไซมเปน
เวลา 1 ชั่วโมงเชนกัน พบวาเอนไซมไลเปสใหกิจกรรมสัมพัทธสูงในชวงพีเอชที่เปนดางที่พีเอช 
9.0-12.0 โดยใหกิจกรรมสัมพัทธสูงที่สุดเมื่อพีเอชเทากับ 10.0 ซึ่งกิจกรรมสัมพัทธของเอนไซมจะ
เพิ่มตามพีเอชที่เพิ่มขึ้น และเมื่อคาพีเอชต่ํากวา 9.0 คือ ที่พีเอช 6.0 ถึง 8.0 เอนไซมไลเปสยังคงมี
กิจกรรมสัมพัทธเหลืออยูกวา 60 ถึง 80 เปอรเซ็นต และเมื่อพีเอชลดลงเปน 3.0 ถึง 5.0 พบวา
กิจกรรมสัมพัทธจะลดลงอยางมากโดยเหลือนอยกวา 50 เปอรเซ็นต  ซึ่งผลการทดลองสอดคลองกับ
ผลการทดลองของ Abada (2008) ซึ่งทําการศึกษาการผลิตและคุณลักษณะของเอนไซมจาก Bacillus 
stearothermophilus AB-1 พบวาเอนไซมไลเปสที่ผลิตไดชอบและเสถียรที่อุณหภูมิปานกลางในชวง 
35-40 องศาเซลเซียส และพีเอชที่เปนกลางเทากับ 7.5 หลังจากทําการบมที่อุณหภูมิดังกลาวเปนเวลา 
1 ชั่วโมง กิจกรรมสัมพัทธของเอนไซมคงเหลือกวา 70 เปอรเซ็นต สวน Rathi และคณะ (2000); 
Bradoo และคณะ (2002) พบวาเอนไซมไลเปสที่ผลิตจากเชื้อแบคทีเรีย Burkholderia sp. มีความ
เสถียรที่พีเอชชวงกวางตั้งแต 6-12 มากกวา 12 ชั่วโมง การศึกษาของ Chaiyaso (2007) พบวา
เอนไซมไลเปสจาก B. multivorans เสถียรที่พีเอช 7.0-9.0 และอุณหภูมิ 35-55 องศาเซลเซียส สวน 
Wang และคณะ (2009) พบวาเอนไซมไลเปสเสถียรสูงสุดที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และลดลง
เมื่ออุณหภูมิสูงขึ้น ที่พีเอชเทากับ 11.0 เชนเดียวกับการทดลองของ Ghanem และคณะ (2000) พบวา
เอนไซมไลเปสที่ผลิตจากแบคทีเรีย Bacillus alcalophilus B-M20 มีความเสถียรที่พีเอช 10.0-10.8
มากที่สุด และมีกิจกรรมคงเหลือ 80 เปอรเซ็นต ที่พีเอช 11.0 อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส

10.  การสังเคราะหแวกซเอสเทอรโดยใชเอนไซมไลเปส

10.1 การเปรียบเทียบการผลิตแวกซเอสเทอรโดยใชเอนไซมไลเปสจาก Burkholderia sp. EQ3 
กับเอนไซมไลเปสตรึงรูปทางการคา

จากการนําเอนไซมไลเปสตรึงรูปทางการคา 5 ชนิด คือ Lipozyme RM IM, 
Lipozyme TL IM, Novozyme 435, Lipase PS และ Lipase AK และเอนไซมไลเปสอยางหยาบจาก 
Burkholderia sp. EQ3 มาศึกษาความสามารถในการสังเคราะหแวกซเอสเทอรจากไขมันที่สกัดได
จากกอนไขมัน โดยเอนไซมไลเปสตรึงรูปทางการคาทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ที่
ความเร็วรอบในการเขยา 300 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ชั่วโมง สวนเอนไซมไลเปสอยางหยาบทํา
ปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่ความเร็วรอบในการเขยา 200 รอบตอนาที เปนเวลา 24 
ชั่วโมง แลวทําการเก็บตัวอยางในชั่วโมงที่ 24 พบวา Lipozyme RM IM, Novozyme 435 และ 
Lipozyme TL IM และเอนไซมไลเปสอยางหยาบจาก Burkholderia sp. EQ3 มีความสามารถในการ
สังเคราะหแวกซเอสเทอรได 92, 91 และ 40 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ดังผลการทดลองดังแสดงใน 
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Figure 21 สวนเอนไซม Lipase PS ซึ่งผลิตจาก Pseudomonas cepacia  และ Lipase AK ที่ผลิตจาก
เชื้อ Pseudomonas flourescens สังเคราะหแวกซเอสเทอรไดปริมาณที่นอยมาก โดยเอนไซมตรึงรูป
ทั้งสองถูกตรึงดวย accurel EP 100 (<400 um) ซึ่งเปนวัตถุตรึงที่เปนโพลีเมอรที่ไมมีขั้ว ทําปฏิกิริยา
กับสารที่ไมมีขั้วไดดีอยางเชนน้ํามัน โดยจะไปชวยเพิ่มการสัมผัสกันระหวางเอนไซมกับน้ํามัน ซึ่ง
ทั้งสองเอนไซมเปนเอนไซมไลเปสที่ไมมีความจําเพาะตอตําแหนงบนโมเลกุลของไตรกลีเซอไรด
จากการศึกษาของ Fajardo และคณะ (2006) รายงานวาเอนไซม Lipase PS สามารถทําปฏิกิริยาเอส
เทอริฟเคชั่นไดนอยกวาเอนไซมอื่นๆ อีกทั้ง Utsugi และคณะ (2009) ศึกษาความจําเพาะของ
เอนไซมไลเปสในการทําทรานสเอซิลเลชั่นของทรานสเอซิลกลีเซอรีนโดยใชเอนไซมไลเปส 12 
ชนิด พบวาเอนไซมไลเปสที่มีกิจกรรมในการยอยสลายที่สูงอยาง Lipase PS, Lipase AK, Lipase 
AS เปนตน จะสามารถทําปฏิกิริยาทรานสเอซิลเลชั่นไดดี จากการทดลองนี้เอนไซมทั้งสองชนิดมี
กิจกรรมการยอยสลายสูงที่สุด และปฏิกิริยาการสังเคราะหแวกซเอสเทอรจากไขมันที่สกัดไดจาก
กอนไขมันสวนใหญมีแตกรดไขมันอิสระ ซึ่งอาจทําปฏิกิริยากับแอลกอฮอลของกรดไขมันแบบการ
สังเคราะหเอสเทอร (ester synthesis) ไดนอย สวน Lipozyme RM IM ผลิตจาก Mucor miehei  ถูก
ตรึงดวย macroporous anion exchange resin และ Novozyme 435 ตรึงดวย macroporus acrylic resin 
ทั้งสองเปนเอนไซมไลเปสที่มีความจําเพาะตอตําแหนงที่ 1 และ 3 บนโมเลกุลของไตรกลีเซอไรด มี
ความสามารถในการทําปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชั่นและอินเตอรเอสเทอริฟเคชั่นไดดี อีกทั้งยังทนตอ
ตัวทําละลายอินทรีย ดังการศึกษาของ Roenne และคณะ (2005) พบวาเอนไซมไลเปส Novozyme 
435 ทําปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชั่นของกรดแลกติกและเฮกซะเดคานอลได 79.2 เปอรเซ็นต มี
ประสิทธิภาพในการทําปฏิกิริยากับสารตั้งตนหรือปฏิกิริยาที่ไมมีขั้วสูง โดยเฉพาะสารทําปฏิกิริยา
การสังเคราะหเอสเทอร อาทิเชน การสังเคราะหแวกซเอสเทอร อีกทั้งยังมีความเสถียรตออุณหภูมิ
และสภาวะที่แหง (Tufvesson, 2008) จากการทดลองยังพบวา เอนไซมที่มีความจําเพาะตอตําแหนง 
1 และ 3 บนโมเลกุลของไตรกลีเซอไรดนั้นสามารถทําปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชั่นไดดีกวาเอนไซมที่
ไมมีความจําเพาะ ซึ่ง Lipozyme RM IM และ Novozyme 435 สามารถสังเคราะหแวกซเอสเทอรใน
ปริมาณที่สูงกวา 90 เปอรเซ็นต สอดคลองกับการศึกษาของ Salis และคณะ (2003) พบวาแวกซเอส
เทอรที่สังเคราะหจากเอนไซมตรึงรูปทางการคาทั้งสองนั้นสามารถสังเคราะหแวกซไดสูงสุดที่ 5 
ชั่วโมง และสามารถสังเคราะหได 90 เปอรเซ็นต จากการทดลองนี้จึงทําการคัดเลือกเอนไซมไลเปส
ตรึงรูปที่สามารถสังเคราะหแวกซเอสเทอรไดสูงที่สุดทั้งสองเอนไซมและเอนไซมไลเปสอยาง
หยาบจาก Burkholderia sp. EQ3 มาศึกษาชวงเวลาที่เหมาะสมในการสังเคราะหแวกซเอสเทอร
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10.2 การศึกษาความเขมขนของเอนไซมและชวงเวลาที่เหมาะสมในการสังเคราะหแวกซเอส
เทอร

จากการศึกษาชวงเวลาที่เหมาะสมในการสังเคราะหแวกซเอสเทอรของเอนไซมไล
เปสตรึงรูป Lipozyme RM IM และ Novozyme 435 เปนเวลา 24 ชั่วโมง โดยใชเอนไซมในปริมาณ
ที่เทากัน คือ 1 ยูนิต พบวาเอนไซมตรึงรูปทั้งสองมีการสังเคราะหแวกซเอสเทอรไดอยางรวดเร็ว
โดยเอนไซมตรึงรูป Lipozyme RM IM สามารถสังเคราะหแวกซเอสเทอรไดสูงสุดภายในเวลา 3 
ชั่วโมง ผลการทดลองดังแสดงใน Figure 22A ซึ่งสังเคราะหได 92.61 เปอรเซ็นต หลังจากชั่วโมงที่ 
3 พบวามีการสังเคราะหคอนขางคงที่ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ สวนเอนไซมตรึงรูป 
Novozyme 435 สามารถสังเคราะหแวกซเอสเทอรไดสูงสุดภายในเวลา 9 ชั่วโมง ซึ่งสังเคราะหได 
92.88 เปอรเซ็นต หลังจากชั่วโมงที่ 9 พบวามีการสังเคราะหคอนขางคงที่ไมมีความแตกตางกันอยาง

a

b

a

d d

Figure 21. Screening of wax esters production by 5 commercial immobilized lipases
(reaction mixture: fat extracted from fat cake 115.3 mg and cetyl alcohol 100 mg 
(1:3 mol/mol), hexane 1 ml and enzyme 1 U at 45°C and 300 rpm for 24 h) and 
crude lipase of Burkholderia sp. EQ3. (reaction mixture: fat extracted from fat 
cake 115.3 mg and cetyl alcohol 100 mg (1:3 mol/mol), hexane 1 ml and enzyme 
1 U at 37°C and 200 rpm for 24 )
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มีนัยสําคัญ ซึ่งผลการทดลองสอดคลองกับ Salis และคณะ (2003) ทําการศึกษาการสังเคราะหแวกซ
เอสเทอรโดยใช heavy triglyceride fraction ของไขมันจากน้ํานมแกะโดยใชเอนไซมไลเปส 
Lipozyme RM IM และ Novozyme 435 พบวาแวกซเอสเทอรที่สังเคราะหจากเอนไซมตรึงรูป
ทางการคาทั้งสองนั้นสามารถสังเคราะหแวกซเอสเทอรไดสูงสุดที่ 5 ชั่วโมง และสามารถสังเคราะห
ไดประมาณ 90 เปอรเซ็นต โดยทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ปริมาณเอนไซม 50 
มิลลิกรัม การสังเคราะหแวกซเอสเทอรดวยปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชั่นนั้นขึ้นอยูกับคุณสมบัติและ
ปริมาณเอนไซม จากการทดลองครั้งนี้จะเห็นไดวาเอนไซมตรึงรูป Lipozyme RM IM สามารถ
สังเคราะหแวกซเอสเทอรไดเร็วกวา Novozyme 435 เนื่องจากปริมาณของเอนไซมที่ใส คือ 1 ยูนิ
ตจากการวัดกิจกรรมการยอยสลาย ซึ่งเอนไซมตรึงรูป Lipozyme RM IM มีกิจกรรมเทากับ 0.060 ยู
นิตตอมิลลิกรัม ดังนั้นจึงตองใช 16.75 มิลลิกรัมในการทําปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชั่น โดยมีปริมาณ
มากกวาเอนไซมไลเปสตรึงรูป Novozyme 435 ซึ่งมีกิจกรรมจากการยอยสลายมากถึง 0.241 ยูนิตตอ
มิลลิกรัม จึงใชปริมาณ 4.1 มิลลิกรัม ปริมาณเม็ดตัวพยุงของเอนไซม Lipozyme RM IM มีมากกวา
และสารละลายทั้งหมดมีปริมาตร 1 มิลลิลิตร เมื่อเขยาทําปฏิกิริยาพื้นที่ผิวการสัมผัสของเอนไซม
มากกวาทําใหการสังเคราะหแวกซเอสเทอรเกิดไดเร็วกวา คือ 3 ชั่วโมง สวน Novozyme 435 
สามารถสังเคราะหแวกซเอสเทอรไดปริมาณสูงสุดที่ 9 ชั่วโมง แตเอนไซมไลเปสตรึงรูปทั้งสอง
สามารถสังเคราะหเอสเทอรไดใกลเคียงกันโดยไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญ อีกทั้งราคาของ 
Novozyme 435 ประมาณ 75000 บาทตอกิโลกรัม และ Lipozyme RM IM ราคา 30000 บาทตอ
กิโลกรัม คิดราคาตอปริมาณที่ใชของ Novozyme 435ไดเปน 0.30 บาท และ Lipozyme RM IM ได
เปน 0.48 บาท  จึงเลือกเอนไซม Novozyme 435 ศึกษาตอไป

การสังเคราะหแวกซเอสเทอรของเอนไซมไลเปสอยางหยาบที่ผลิตจากเชื้อ 
Burkholderia sp. EQ3 เปนเวลา 24 ชั่วโมง สภาวะในการทําปฏิกิริยาโดยใชไขมันที่สกัดไดจาก
กอนไขมันตอซีทิลแอลกอฮอล อัตราสวน 1:2 (โมล/โมล) (137.3 µmol/274.8 µmol) ในเฮกเซน 1 
มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ชั่วโมง แตใช
เอนไซมในปริมาณที่แตกตางกัน คือ 1, 5, 10, 20, 30 และ 40 ยูนิต ที่เวลาตางๆ พบวาเปอรเซ็นตของ
แวกซเอสเทอรเพิ่มขึ้นเมื่อใชปริมาณของเอนไซมที่มากขึ้น (Figure 22B) โดยเอนไซมไลเปสอยาง
หยาบจาก Burkholderia sp. EQ3 ปริมาณ 1, 5, 10, 20, 30 และ 40 ยูนิต สามารถสังเคราะหแวกซเอส
เทอรได 25.15, 48.23, 75.0, 92.0, 96.69  และ 97.24 เปอรเซ็นต ที่เวลา 24 ชั่วโมง ตามลําดับ การ
สังเคราะหแวกซเอสเทอรแปรผันตามระยะเวลาและความเขมขนของเอนไซม ปริมาณเอนไซมที่ 40 
ยูนิต สามารถสังเคราะหแวกซเอสเทอรไดเร็วและปริมาณสูงที่สุดภายในเวลา 9 ชั่วโมง ซึ่ง
สังเคราะหแวกซเอสเทอรได 89.4 เปอรเซ็นต และมีการสังเคราะหเพิ่มขึ้นเล็กนอยและคอนขางคงที่
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จนถึง 93.25 เปอรเซ็นตที่ 15 ชั่วโมง โดยการสังเคราะหแวกซเอสเทอรตั้งแตชั่วโมงที่ 9 ถึง 15 ไมมี
ความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ สวนเอนไซมไลเปสอยางหยาบปริมาณ 30 ยูนิต สามารถ
สังเคราะหแวกซเอสเทอรไดเร็วและปริมาณสูงรองลงมา ซึ่งสังเคราะหได 85.10 เปอรเซ็นต ภายใน 
9 ชั่วโมง และการสังเคราะหแวกซเอสเทอรจากเอนไซมไลเปสอยางหยาบ 30 และ 40 ยูนิต ที่เวลา 9 
ชั่วโมง ใหผลแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ สวนเอนไซมไลเปสอยางหยาบปริมาณ 20, 10, 5 และ 1    
ยูนิต สามารถสังเคราะหแวกซเอสเทอรไดนอยกวา ปริมาณ 66.32, 43.76, 23.47, 6.8 เปอรเซ็นต ที่
เวลา 9 ชั่วโมง ตามลําดับ จากผลการทดลองทั้งหมดคาดวาหากทําปฏิกิริยาเปนเวลานานมากขึ้น
เอนไซมจะสามารถสังเคราะหแวกซเอสเทอรไดอยางสมบูรณทุกความเขมขน และพบวาเอนไซมไล
เปสอยางหยาบสามารถทําปฏิกิริยาไดในสภาวะที่มีตัวทําละลายอินทรียได ดังนั้นเอนไซมไลเปสที่
ผลิตจาก Burkholderia sp. EQ3 สามารถสังเคราะหแวกซเอสเทอรได และปริมาณเอนไซมที่
เหมาะสมในการทําปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชั่น คือ 40 ยูนิต ที่เวลา 9 ชั่วโมง

การศึกษาปริมาณเอนไซมที่มีผลตอการสังเคราะหแวกซเอสเทอรโดยใชเอนไซม
ตรึงรูป Novozyme 435 ความเขมขนแตกตางกัน คือ 0.5, 1.0, 1.5 และ 2.0 ยูนิต ทําปฏิกิริยาการ
สังเคราะหแวกซเอสเทอรโดยใชไขมันปลาตอซีทิลแอลกอฮอล อัตราสวน 1:3 (โมล/โมล) (137.3 
µmol/412.47 µmol) ในเฮกเซน 1 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่ความเร็ว 300 รอบตอ
นาที เปนเวลา 6 ชั่วโมง พบวาปริมาณเอนไซมไลเปสตรึงรูปเปนปจจัยที่สําคัญตอการเรงปฏิกิริยา
การสังเคราะหเปนอยางมาก โดยเปอรเซ็นตของการสังเคราะหแวกซเอสเทอรจะเพิ่มขึ้นเมื่อใช
ปริมาณของเอนไซมที่มากขึ้น ผลการทดลองดังแสดงใน Figure 23 ซึ่งการสังเคราะหเกิดอยาง
รวดเร็วใน 1 ชั่วโมงแรกและสูงสุดที่เวลา 3 ชั่วโมง หลังจากนั้นการสังเคราะหก็จะคงที่ การที่
ปริมาณการสังเคราะหแวกซเอสเทอรคงที่บงบอกวาสับสเตรทที่อยูในปฏิกิริยานั้นอาจจะหมด 
(Rahman et al., 2001) ปริมาณของเอนไซมมีบทบาทสําคัญมากตอการเกิดปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชั่น
ในดานผลไดของผลิตภัณฑ ซึ่งผลผลิตที่เพิ่มมากขึ้นจะแปรผันตามปริมาณเอนไซมที่เพิ่มขึ้น(Radzi 
et al., 2005; Aracil et al., 1992) ซึ่งจากการทดลองปริมาณของเอนไซมที่ทําปฏิกิริยาตั้งแต 1 ยูนิต 
สังเคราะหแวกซเอสเทอรได 87.82 เปอรเซ็นต ถึงปริมาณ 2 ยูนิต ซึ่งสังเคราะหได 89.36 เปอรเซ็นต 
ที่เวลา 3 ชั่วโมงนั้น เมื่อวิเคราะหทางสถิติพบวาใหผลการสังเคราะหแวกซเอสเทอรไมแตกตางอยาง
มีนัยสําคัญ ดังนั้นปริมาณเอนไซม Novozyme 435 ที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชั่น
ของไขมันปลา คือ 1 ยูนิต
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Figure 22.Time courses of wax esters synthesis from crude fat by Lipozyme RM IM and 
Novozyme 435 (A) (reaction mixture: fat extracted from fat cake 115.3 mg and cetyl 
alcohol 100 mg (1:3 mol/mol), hexane 1 ml and enzyme 1 U at 45°C and 300 rpm for 
24 h) and crude lipase from Burkholderia sp. EQ3 (B) (reaction mixture: fat extracted 
from fat cake 115.3 mg and cetyl alcohol 100 mg (1:2 mol/mol), hexane 1 ml, at 37°C 
and 200 rpm for 24 h).
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Figure 23. Effect of Novozyme 435 concentrations on wax esters synthesis from fat extracted 
from fat cake. (reaction condition: fat extracted from fat cake 115.3 mg and cetyl 
alcohol 100 mg (1:3 mol/mol), at 37 °C and 300 rpm for 6 h).

10.3 การศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการสังเคราะหแวกซเอสเทอร
การศึกษาอุณหภูมิตางๆ ที่ เหมาะสมในการสังเคราะหแวกซเอสเทอรโดยใช

เอนไซมไลเปสตรึงรูป Novozyme 435 ปริมาณ 1 ยูนิต ทําปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชั่นโดยใชไขมันที่
สกัดไดจากกอนไขมันตอซีทิลแอลกอฮอล อัตราสวน 1:3 (โมล/โมล) (137.3 µmol/412.47 µmol) 
ในเฮกเซน 1 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 30, 37 และ 45 องศาเซลเซียส ความเร็ว 300 รอบตอนาที เปน
เวลา 6 ชั่วโมง พบวาอุณหภูมิมีบทบาทสําคัญในการเกิดปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชั่นของเอนไซม จาก
การทดลองทั้ง 3 อุณหภูมิ ปฏิกิริยาการสังเคราะหแวกซเอสเทอรเปนไปอยางรวดเร็ว ซึ่งสามารถ
สังเคราะหแวกซเอสเทอรไดปริมาณสูงสุดที่ชั่วโมงที่ 3 และคงที่หลังจาก 3 ชั่วโมง ผลการทดลองดัง
แสดงใน Figure 24A ซึ่งอุณหภูมิที่เหมาะสมในการสังเคราะหแวกซเอสเทอร คือ 37 องศาเซลเซียส 
โดยสามารถสังเคราะหแวกซเอสเทอรได 90.11 เปอรเซ็นตภายใน 3 ชั่วโมง อุณหภูมิ 45 องศา
เซลเซียส ได 87.92 เปอรเซ็นต และอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ได 86.22 เปอรเซ็นต ตามลําดับ สวน
การศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการสังเคราะหแวกซเอสเทอรโดยใชเอนไซมไลเปสอยางหยาบจาก 
Burkholderia sp. EQ3 ปริมาณ 40 ยูนิต ทําปฏิกิริยาโดยใชไขมันปลาตอซีทิลแอลกอฮอล อัตราสวน 
1:2 (โมล/โมล) (137.3 µmol/274.8 µmol) ในเฮกเซน 1 มิลลิลิตร ทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 30, 37 และ 
45 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 12 ชั่วโมง ตามผลการทดลองดัง Figure 24B
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พบวาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยา คือ 30 องศาเซลเซียส ซึ่งสามารถสังเคราะหแวกซเอส
เทอรได 89.6 เปอรเซ็นต ที่เวลา 9 ชั่วโมง และ 93.41 เปอรเซ็นต ที่เวลา 12 ชั่วโมง ขณะที่การทํา
ปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส สามารถสังเคราะหแวกซเอสเทอรได 92.57 เปอรเซ็นต ที่เวลา 
9 ชั่วโมง และ 95.38 เปอรเซ็นต ที่เวลา 12 ชั่วโมง สวนที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส สามารถ
สังเคราะหแวกซเอสเทอรได 92.86 เปอรเซ็นต ที่เวลา 9 ชั่วโมง และ 95.28 เปอรเซ็นต ที่เวลา 12 
ชั่วโมง แตเมื่อวิเคราะหผลทางสถิติ พบวาการสังเคราะหแวกซเอสเทอรทั้ง 3 อุณหภูมิไมมีความ
แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติทั้ง 6, 9 และ 12 ชั่วโมง และจากการทดลองดังกลาวจึงเลือกการ
สังเคราะหแวกซเอสเทอรที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ซึ่งสอดคลองกับผลการศึกษาอุณหภูมิที่
เหมาะสมตอการทําปฏิกิริยาของเอนไซมไลเปสอยางหยาบ พบวาเอนไซมไลเปสจาก Burkholderia
sp. EQ3  มีคุณสมบัติสามารถทําปฏิกิริยาไดดีที่ 25-37 องศาเซลเซียส (Figure 17) และไมคงตัวที่
อุณหภูมิสูง โดยทั่วไปอุณหภูมิที่สูงขึ้นจะเพิ่มอัตราเร็วในการทําปฏิกิริยาของเอนไซมกับสับสเตรท 
เพราะตองการพลังงานในการกระตุนการเรงปฏิกิริยาของเอนไซม อีกทั้งอุณหภูมิสูงสามารถลด
คุณสมบัติความหนืดของแวกซเอสเทอร แตเนื่องจากเอนไซมเปนโปรตีนมักจะไมคงตัวตอความ
รอนทําใหเสียสภาพได ดังนั้นเอนไซมทุกตัวมีชวงอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานที่แตกตางกัน 
(สาโรจน ศิริศันสนียกุล, 2538) จากการศึกษาของ Rahman และคณะ (2001) พบวาอุณหภูมิที่
เหมาะสมตอการสังเคราะห oleyl oleate โดย Lipozyme IM-20 คือ 50 องศาเซลเซียส ไดอธิบายวา
พลังงานจากความรอนจะเรงปฏิกิริยาระหวางเอนไซมกับสับสเตรท ทั้งนี้เอนไซมจะตองสามารถทํา
ปฏิกิริยาที่อุณหภูมิสูงได และเมื่ออุณหภูมิสูงกวา 50 องศาเซลเซียส การสังเคราะหแวกซเอสเทอรจะ
ลดลง เนื่องจากอุณหภูมิสูงจะทําใหเอนไซมเสียสภาพ เชนเดียวกับการศึกษาของ Sin และคณะ 2005
ซึ่งสังเคราะหแวกซเอสเทอรจากน้ํามันปาลมโดยใช Lipozyme RM IM สังเคราะหไดสูงสุดที่
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และลดลงเมื่ออุณหภูมิสูงกวา 50 องศาเซลเซียส สวนผลการทดลองใน
ครั้งนี้สอดคลองกับ Salis และคณะ (2003) พบวาเอนไซมไลเปส Lipozyme RM IM สามารถ
สังเคราะหแวกซเอสเทอรจากไขมันที่แยกจากน้ํานมแกะ ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เชนเดียวกับ 
Radzi และคณะ (2005) ศึกษาผลของอุณหภูมิตอการทํางานของ Novozyme 435 ในการสังเคราะห
โอลิอิลโอลิเอต ซึ่งไดเลือกอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เชนเดียวกับการศึกษาอื่นๆ สวน Radzi และ
คณะ (2005) พบวาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการสังเคราะหแวกซเอสเทอรดวย Novozyme 435 คือ 40-
60 องศาเซลเซียส อัตราการระเหยของน้ําในเอนไซมจะเพิ่มมากขึ้นทําใหตําแหนงการถึงจุดอิ่มตัว
ของผลิตภัณฑสูงขึ้น สงผลใหผลิตภัณฑเพิ่มมากขึ้น และเมื่ออุณหภูมิมากกวา 60 องศาเซลเซียส 
อาจจะทําใหเกิดการสั่นสะเทือนและการเคลื่อนที่ของโมเลกุลสงผลตอพันธะไฮโดรเจนและพันธะ
อื่นๆ ในโครงสรางของเอนไซม ทําใหเอนไซมไมมีประสิทธิภาพ 
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Figure 24.  Effect of temperature on wax esters synthesis from fat extracted from fat cake by 
Novozyme 435 (A)   (reaction condition: enzyme 1 U, substrate molar ratio 1:3 and 
200 rpm for 6 h) and crude lipase from Burkholderia sp. EQ3 (B) (reaction condition: 
enzyme 40 U, substrate molar ratio 1:2 and 200 rpm for 12 h).
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10.4 การศึกษาอัตราสวนโมลที่เหมาะสมในการสังเคราะหแวกซเอสเทอร
การศึกษาอัตราสวนโมลที่ เหมาะสมในการสังเคราะหแวกซเอสเทอรโดยใชเอน 

ไซมตรึงรูป Novozyme 435 ปริมาณ 1.0 ยูนิต ทําปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชั่นโดยใชไขมันที่สกัดไดจาก
กอนไขมัน ตอซีทิลแอลกอฮอล อัตราสวน 1:1, 1:2, 1:3 และ 1:4 (โมล/โมล) ในเฮกเซน 1 มิลลิลิตร
บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 3 ชั่วโมง และการสังเคราะห
โดยใชเอนไซมอยางหยาบจาก Burkholderia sp. EQ3 ปริมาณ 40 ยูนิต ทําปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชั่น
โดยใชไขมันปลาตอซีทิลแอลกอฮอล อัตราสวน 1:1, 1:2, 1:3 และ 1:4 (โมล/โมล) ในเฮกเซน 1 
มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 12 ชั่วโมง ผลการ
ทดลองดังแสดงใน Figure 25A และ25B พบวาอัตราสวนโมลที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยา คือ 1:2 
สามารถสังเคราะหแวกซเอสเทอรโดย Novozyme 435 ไดปริมาณสูงที่สุด 92.49 เปอรเซ็นต ในเวลา 
3 ชั่วโมง และเอนไซมอยางหยาบจาก Burkholderia sp. EQ3 สังเคราะหแวกซเอสเทอรไดปริมาณ
สูงที่สุด 92.42 เปอรเซ็นต ในเวลา 9 ชั่วโมง หลังจากนั้นการสังเคราะหแวกซเอสเทอรจะเพิ่มขึ้น
เพียงเล็กนอยและคอนขางคงที่ 94.22 เปอรเซ็นต พบวาแนวโนมการเพิ่มอัตราสวนของซีทิล
แอลกอฮอลในการทําปฏิกิริยามากกวา 2 เทา จะทําใหเปอรเซ็นตของแวกซเอสเทอรที่ไดลดลง ซึ่ง
สอดคลองกับการทดลองของ Radzi และคณะ (2005) ไดศึกษาอัตราสวนโมลที่มีผลตอการทํา
ปฏิกิริยาสังเคราะห oleyl oleate พบวาอัตราสวนของกรดโอลิอิกตอโอลิอิลแอลกอฮอลที่เหมาะสม 
คือ 1:2 ซึ่งสามารถสังเคราะหแวกซเอสเทอรไดมากที่สุดปริมาณ 90.32 เปอรเซ็นต และเมื่อเพิ่ม
อัตราสวนโมลการผลิตจะลดลง เนื่องจากปริมาณของแอลกอฮอลที่มากเกินพออาจจะไปทําลายชั้น
ของน้ําในเอนไซมไลเปสตรึงรูป ทําใหการทําปฏิกิริยาระหวางเอนไซมกับสับสเตรทเกิดไดนอยลง 
สวนโอลิอิลแอลกอฮอลเปนแอลกอฮอลของกรดไขมันที่มีความหนาแนนสูงฉะนั้น เมื่อมีการเพิ่ม
ปริมาณของแอลกอฮอลจะทําใหแอลกอฮอลไปแทนที่ตัวทําละลายอินทรียและอาจทําใหปฏิกิริยา
ระหวางเอนไซมกับสับสเตรทถูกยับยั้งได Erbeldinger และคณะ (1998); Radzi และคณะ (2005) ได
อธิบายวาการเพิ่มขึ้นของปริมาณแอลกอฮอลของกรดไขมันมากขึ้นจะทําใหสับสเตรทมีความ
เขมขนมากและอาจจะทําใหความหนืดของสารในการทําปฏิกิริยารอบๆ เอนไซมมีมากขึ้น ทําให
การผสมกันของสารเกิดอยางไมมีประสิทธิภาพสงผลใหการเกิดปฏิกิริยาลดลง
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Figure 25. Effect of molar ratio of fat extracted from fat cake and cetyl alcohol on wax esters 
synthesis by   Novozyme 435 (A) (reaction condition: enzyme 1 U at 37°C and 200 
rpm for 3 h) and crude lipase from Burkholderia sp. EQ3 (B) (reaction condition: 
enzyme 40 U, at 30°C and 200 rpm for 9 h).
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10.5 การศึกษาชนิดของตัวทําละลายอินทรียที่เหมาะสมในการสังเคราะหแวกซเอสเทอร
การศึกษาชนิดของตัวทําละลายที่เหมาะสมในการสังเคราะหแวกซเอสเทอรโดยใช

เอนไซมตรึงรูป Novozyme 435 ปริมาณ 1.0 ยูนิต ทําปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชั่นโดยใชไขมันที่สกัดได
จากกอนไขมัน ตอซีทิลแอลกอฮอล อัตราสวน 1:2 (โมล/โมล) (137.3 µmol/274.8 µmol) ในตัวทํา
ละลายที่แตกตางกัน คือ เอทิลอะซีเตท (log P= 0.68), คลอโรฟอรม (log P= 2.00), เฮกเซน (log P= 
3.50), เฮปเทน (log P= 4.00) และไอโซออกเทน (log P=4.50) 1 มิลลิลิตร ควบคุมปริมาณน้ําที่ 0.75 
บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 3 ชั่วโมง ผลดัง Figure 26A
พบวา ชนิดของตัวทําละลายอินทรียมีผลตอการทําปฏิกิริยาอยางมาก ซึ่งคา log P จะบงบอกถึง
ความชอบน้ําหรือความมีขั้ว โดยตัวทําละลายอินทรียที่มีคา log P นอยกวา 3 แสดงวาเปนไฮโดรฟ
ลิก และมากกวา 3 เปนไฮโดรโฟบิก เมื่อเติมคลอโรฟอรมทําใหการสังเคราะหแวกซเอสเทอรลดลง
เปน 19.62 เปอรเซ็นต ที่เวลา 3 ชั่วโมง แตตัวอยางที่ใชเฮกเซนสามารถสังเคราะหแวกซเอสเทอรได 
87.85 เปอรเซ็นต ดังนั้นเฮกเซนเปนตัวทําละลายอินทรียที่เหมาะสมในการสังเคราะหแวกซเอสเทอร 
ซึ่งสอดคลองกับการทดลองของ Laane และคณะ (1987) และ Gunawan และคณะ (2005) พบวาตัว
ทําละลายอินทรียที่เหมาะสมตอการสังเคราะหแวกซเอสเทอร คือ เฮกเซน และตัวทําละลายอินทรีย
บางตัวอาจจะสงผลตอการเปลี่ยนแปลงรูปรางของเอนไซม โดยจะไปทําลายพันธะไฮโดรเจน 
(Soumanou et al., 2003) สวน Radzi และคณะ (2005) ศึกษาการสังเคราะหโอลิอิลโอลิเอตโดยใช
เอนไซมไลเปสตรึงรูปจาก Candida rugosa รายงานวาขอดีของการใชตัวทําละลายอินทรีย คือ 
สามารถเพิ่มการละลายของสับสเตรทที่มีการละลายน้ําไดนอย สามารถเก็บเกี่ยวผลิตภัณฑไดงาย
กวา และตัวทําละลายที่ไมมีขั้ว (log P>4) จะชวยละลายสับสเตรทที่เปนน้ํามันไดดีและตัวทําละลาย
อินทรียที่มีคา log P>3.5 สามารถเกิดปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชั่นไดดีกวา อีกทั้งตัวทําละลายอินทรียที่
ประกอบดวยกรดออนอาจะเกิดการกระจายตัวของกรดออนทําใหมีความเขมขนของโปรตอนและ
ทําใหเกิดการชักจูงใหเกิดปฏิกิริยาผันกลับ (hydrolysis) ได

สวนการศึกษาชนิดของตัวทําละลายอินทรียที่เหมาะสมในการสังเคราะหแวกซเอส
เทอรโดยใชเอนไซมไลเปสอยางหยาบจาก Burkholderia sp. EQ3 ปริมาณ 40 ยูนิต ทําปฏิกิริยาเอส
เทอริฟเคชั่นโดยใชไขมันปลาตอซีทิลแอลกอฮอล อัตราสวน 1:2 (โมล/โมล) (137.3 µmol/274.8 
µmol) ในตัวทําละลายอินทรียชนิดตางๆ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ปริมาณน้ําเทากับ 0.75 บมที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 12 ชั่วโมง ผลการทดลองดังแสดงใน Figure 
26B บวาตัวทําละลายอินทรียที่ เหมาะสมในการทําปฏิกิริยา คือ ไอโซออกเทน ซึ่งสามารถ
สังเคราะหแวกซเอสเทอรไดปริมาณสูงที่สุด 95.07 เปอรเซ็นต ในเวลา 6 ชั่วโมง หลังจากนั้นการ
สังเคราะหแวกซเอสเทอรจะเพิ่มขึ้นเพียงเล็กนอย และคอนขางคงที่ 95.55 เปอรเซ็นต รองลงมาคือ 
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เฮกเซนและเฮปเทน ซึ่งเอนไซมสามารถสังเคราะหแวกซเอสเทอรใกลเคียงกันไดสูงสุดที่ 93.74 
เปอรเซ็นต และ 91.01 เปอรเซ็นต สวน MTBE และเอทิลอะซิเตต เอนไซมสามารถสังเคราะหแวกซ
เอสเทอรได 53.25 และ 39.71 เปอรเซ็นต ที่เวลา 9 ชั่วโมง และคลอโรฟอรม เอนไซมสามารถ
สังเคราะหแวกซเอสเทอรไดนอยที่สุด 0 เปอรเซ็นต และ 12.30 เปอรเซ็นต ที่เวลา 12 ชั่วโมง จาก
การทดลองพบวาในไอโซออกเทน เปนตัวทําละลายอินทรียที่เหมาะสมที่สุดในการสังเคราะหแวกซ
เอสเทอรจากเอนไซมไลเปส Burkholderia sp. EQ3 ซึ่งสามารถสังเคราะหแวกซเอสเทอรได 95.07 
เปอรเซ็นต ภายในเวลา 6 ชั่วโมง โดยปริมาณของไขมันปลาเหลือ 2.36 เปอรเซ็นต ซีทิลแอลกอฮอล 
2.57 เปอรเซ็นต โดยการศึกษาของ Radzi และคณะ (2005) ทําการศึกษาการสังเคราะหโอลีอิลโอลี
เอตโดยการใชเอนไซมไลเปสจาก Candida antartica พบวาการสังเคราะหแวกซเอสเทอรจะมี
ปริมาณมากตามคา log P ของตัวทําละลายอินทรีย ซึ่งชุดการทดลองที่ใช n-hexadecane (log P= 8.8)
ใหการสังเคราะหแวกซเอสเทอรสูงที่สุด 93.2 เปอรเซ็นต รองลงมา คือ โนเนน (nonane) (log P= 
5.1) และเฮกเซน (log P= 3.5) ซึ่งสังเคราะหได 92.1 และ 91.8 เปอรเซ็นตตามลําดับ ตัวทําละลาย
อินทรียอื่นๆ ที่มีคา log P< 3.5 จะใหการสังเคราะหแวกซเอสเทอรที่นอยลง ทั้งนี้เนื่องจากตัวทํา
ละลายอินทรียที่มีคา log P นอย จะมีขั้วมากกวาและไปแยงดึงน้ําบริเวณตัวพยุงหรือเอนไซมสงผล
ตอรูปรางใหเอนไซมทํางานไดไมดี Radzi และคณะ (2005) ศึกษาการสังเคราะหโอลิอิลโอลิเอตโดย
ใชเอนไซมไลเปสตรึงรูปจาก Candida antartica รายงานวาตัวทําละลายที่ไมมีขั้ว (log P>4) จะชวย
ละลายสับสเตรทที่เปนน้ํามันไดดีและตัวทําละลายอินทรียที่มีคา log P>4 สามารถเกิดปฏิกิริยาเอสเท
อริฟเคชั่นไดดีกวา แตผลการทดลองครั้งนี้ไมไดเปนไปตามคา log P ทั้งนี้ตัวทําละลายอินทรียที่ใส
ไปเพื่อใหสับสเตรทก็คือไขมันปลาที่สกัดไดและซีทิลแอลกอฮอลซึ่งมีลักษณะเปนของแข็งนั้น
ละลายไดดี โดยทุกตัวทําละลายอินทรียสามารถละลายสับสเตรทได แตสามารถสังเคราะหแวกซเอส
เทอรไดสูงเมื่อใชตัวทําละลายที่มีคา log P สูง สวนปฏิกิริยาในเอทิลอะซิเตตและ MTBE สามารถ
สังเคราะหแวกซเอสเทอรไดนอยกวาทั้งนี้อาจเพราะตัวทําละลายที่มีขั้วจะไปดึงน้ําที่จําเปนตอการ
ทําปฏิกิริยาออกจากเอนไซม (Radzi et al., 2005) อีกทั้งปฏิกิริยาในเอทิลอะซิเตตนั้นพบวาเกิด
ผลิตภัณฑอีกอยาง ซึ่งอาจจะอยูในกลุมของเอทิลเอสเทอร เนื่องจากเอทิลอะซิเตตประกอบดวย
เอทิลแอลกอฮอลและกรดอะซิติก
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Figure 26. Effect of organic solvents on wax esters synthesis from fat extracted from fat cake by 
Novozyme 435 (A) (reaction condition: enzyme 1 U, substrate molar ratio 1:2, at 37 
°C and 200 rpm for 3 h) and crude lipase from Burkholderia sp. EQ3 (B) (reaction 
condition: enzyme 40 U, substrate molar ratio 1:2, at 30°C and 200 rpm for 6 h).
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10.6 การศึกษาปริมาณน้ําที่เหมาะสมในการสังเคราะหแวกซเอสเทอร
การศึกษาปริมาณน้ําที่เหมาะสมในการสังเคราะหแวกซเอสเทอรโดยใชเอนไซมไล

เปสตรึงรูป Novozyme 435 ปริมาณ 1.0 ยูนิต ทําปฏิกิริยาโดยใชไขมันที่สกัดไดจากกอนไขมันตอ
ซีทิลแอลกอฮอล อัตราสวน 1:2 (โมล/โมล) (137.3 µmol/274.8 µmol) ในเฮกเซน 1 มิลลิลิตร 
ควบคุมปริมาณน้ําที่ 0.33, 0.67, 0.80 และ 0.90 โดยทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 3 ชั่วโมง พบวาปริมาณน้ําที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยา คือ 
0.33 ผลการทดลองดัง Figure 27. ซึ่งสามารถสังเคราะหแวกซเอสเทอรได 87.87 เปอรเซ็นตที่เวลา 3 
ชั่วโมง หลังจาก 3 ชั่วโมงจะคงที่ และการควบคุมที่ปริมาณน้ําตางๆ พบวาสามารถสังเคราะหแวกซ
เอสเทอรไดไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ แตอยางไรก็ตามการทดลองครั้งนี้พบวาการควบคุม
ปริมาณน้ํามีผลตอการสังเคราะหแวกซเอสเทอรไมมากนัก สวนผลของเอนไซมไลเปสอยางหยาบ
พบวาไมมีสามารถสังเคราะหแวกซเอสเทอรได เนื่องจากไมมีความคงตัวเมื่อบมควบคุมปริมาณน้ํา
เปนเวลา 16 ชั่วโมง จากการทดลองผลสอดคลองกับ Gunawan และคณะ (2004) ทําการทดลอง
ปริมาณน้ําที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยาตั้งแต 0.11-0.90 % พบวาการสังเคราะหแวกซเอสเทอรไม
แตกตางอยางมีนัยสําคัญ สวน Rahman และคณะ (2001) ศึกษาการสังเคราะห oleyl oleate โดย
Lipozyme พบวาคาปริมาณน้ําที่เหมาะสม คือ 0.120 และปริมาณน้ํามากขึ้นการสังเคราะหแวกซเอส
เทอรลดลงเนื่องจากเอนไซมมีประสิทธิภาพลดลงและอาจเกิดปฏิกิริยาผันกลับได

Figure 27. Effect of initial water activity (aw) on wax esters synthesis from fat extracted from fat 
cake by Novozyme 435. (Reaction condition: enzyme1 U, substrate molar ratio 1:2, 
37°C and 200 rpm for 3 h).
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บทที่ 4

  บทสรุป

จากการศึกษาการสกัดไขมันดวยเฮกเซนจากบอบําบัดน้ําเสียบอที่ 1 มีองคประกอบ
สวนใหญเปนกรดไขมันที่มีสายคารบอนอะตอมตั้งแตคารบอน 14 ถึง 18 คือ กรดไมริสติก 4.03 
เปอรเซ็นต กรดปาลมิติก 47.39 เปอรเซ็นต กรดสเตียริก 10 เปอรเซ็นต กรดโอลิอิก 24.30 เปอร 
เซ็นต และกรดลิโนเลอิก 9.5 เปอรเซ็นต สามารถคํานวณน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยของไขมันเทากับ 
839.12 กรัม/โมล มีแนวทางในการนําไปประยุกตใชเปนสารตั้งตนในการสังเคราะหแวกซเอสเทอร

การแยกเชื้อแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซมไลเปสโดยใชอาหารแข็งพื้นฐานที่
ประกอบดวยน้ํามันปลาบริสุทธิ์ 1 เปอรเซ็นต และ rhodamine B 0.001 เปอรเซ็นต บมที่ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง ไดทั้งหมด 111 ไอโซเลท และเชื้อที่แยกไดสามารถเรืองแสงยูวีได 
80 ไอโซเลต มีความสามารถในการยอยสลายน้ํามันไตรบิวไทรินเกิดวงใสรอบโคโลนีจํานวน 42 
ไอโซเลท และคัดเลือกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมไลเปสในอาหารเหลวที่มี
น้ํามันปลาบริสุทธิ์เปนแหลงคารบอน 1 เปอรเซ็นต โดยไอโซเลท EQ3 มีคากิจกรรมสูงสุด คือ 1.5 ยู
นิตตอมิลลิลิตร และการจัดจําแนกสายพันธเชื้อแบคทีเรีย ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของไอโซเลท 
EQ3 มีลักษณะโคโลนีสีเหลือง กลม นูน ขอบเรียบ ทึบแสง มีขนาด 1-2 มิลลิเมตร ลักษณะเซลลเปน
รูปแทงขนาดสั้น ยอมแกรมลบ ขนาดเล็กมาก ไมมีสปอร ทดสอบแคตาเลสใหผลบวก พบวาเชื้อ
แบคทีเรียไอโซเลท EQ3 มีความเหมือน Burkholderia sp. (identities) เทากับ 99 เปอรเซ็นต จึงให
ชื่อวา Burkholderia sp. EQ3

การศึกษาชวงเวลาที่เหมาะสมโดยเลี้ยงแบคทีเรีย Burkholderia sp. EQ3 พบวาเชื้อ
สามารถเจริญไดสูงสุดที่เวลา 36 ชั่วโมง สามารถผลิตเอนไซมไลเปสไดดีที่สุดที่เวลา 12 ชั่วโมง ซึ่ง
สามารถผลิตไดประมาณ 1.9 ยูนิตตอมิลลิลิตร Burkholderia sp. EQ3 สามารถเจริญในอาหารที่มี
น้ํามันปลา 1 เปอรเซ็นต และทริปโตน 0.1 เปอรเซ็นต เปนแหลงไนโตรเจน เชื้อสามารถใชในการ
เจริญไดดี มีคาดูดกลืนแสงที่ 660 นาโนเมตร เทากับ 3.4 และสามารถผลิตเอนไซมที่มีกิจกรรมสูง
ที่สุดประมาณ 1.7 ยูนิตตอมิลลิลิตร

การทําบริสุทธิ์เอนไซมอยางหยาบโดยการตกตะกอนดวยสารตกตะกอนตางๆ 
พบวาอะซิโตนเปนตัวทําละลายที่เหมาะสมที่สุด เนื่องจากสามารถตกตะกอนเอนไซมไลเปสไดถึง 
89 เปอรเซ็นต ทําบริสุทธิ์ได 9.4 เทา และศึกษาคุณสมบัติของเอนไซมไลเปสที่ผลิตจาก
Burkholderia sp. EQ3 อุณหภูมิที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยา คือ 25 องศาเซลเซียส ในชวงพีเอช
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ปานกลางที่ 6.0-7.0 มีความคงตัวที่อุณหภูมิต่ํา 4 องศาเซลเซียส และพีเอชดางที่ 9.0-12.0 โดยให
กิจกรรมสัมพัทธสูงที่สุดเมื่อพีเอชเทากับ 10.0 

Novozyme 435 สามารถสังเคราะหแวกซเอสเทอรไดสูงสุด สภาวะที่เหมาะสมใน
การสังเคราะหแวกซเอสเทอรทําปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชั่นโดยใชไขมันปลาตอซีทิลแอลกอฮอล 
อัตราสวน 1:2 (โมล/โมล) ในเฮกเซน 1 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 
รอบตอนาที ซึ่งสามารถผลิตแวกซได 87.87 เปอรเซ็นตที่เวลา 3 ชั่วโมง สวนสภาวะที่เหมาะสมใน
การสังเคราะหแวกซเอสเทอรโดยใชเอนไซมไลเปสอยางหยาบจาก Burkholderia sp. EQ3 ซึ่งสภาวะที่
เหมาะสมในการสังเคราะหแวกซเอสเทอร คือ ปริมาณเอนไซม 40 ยูนิต อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
อัตราสวนระหวางไขมันปลากับซีทิลแอลกอฮอล 1:2 ละลายในไอโซออกเทน 1 มิลลิลิตร เขยาที่ 200 
รอบตอนาที ในการทําปฏิกิริยา พบวาเอนไซมไลเปสอยางหยาบสามารถสังเคราะหแวกซเอสเทอรได
สูงสุด 95.07 เปอรเซ็นต ภายในเวลา 6 ชั่วโมง

 Table 6.   Comparisons of wax esters production by Novozyme 435 and crude lipase from   
Burkholderia sp. EQ3.

Factors
Crude lipase from

Burkholderia sp. EQ3
Novozyme 435

1. Temperature (°C)
2. Enzyme concentration (U)
3. Molar ratio of fat and cetyl 

alcohol (mol/mol)
4. Organic solvent
5. Yield of wax esters (%)
6. Time of production (h)

30 °C
40 
1:2

Isooctane
95.07

6

37 °C
1 

1:2

Hexane
87.87

3
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1. อาหารเลี้ยงเชื้อพื้นฐาน (Basal medium) (ดัดแปลงจาก Chaiyaso, T., 2007)
ในอาหาร 1 ลิตร ประกอบดวย 
ทริปโตน 1.0 กรัม 
ยีสตสกัด 1.0 กรัม 
(NH4)2SO4 1.0 กรัม 
K2HPO4 2.0 กรัม 
KH2PO4 1.0  กรัม 
MgSO4.7H2O 0.2 กรัม 
CaCl2 0.15 กรัม 
น้ํามันปลาบริสุทธิ์ 10.0           กรัม
ปรับพีเอชเทากับ 6.0 (ในกรณีอาหารแข็งจะเติมผงวุนในอัตรารอยละ 1.5 ลงใน

อาหารพื้นฐาน) 

2. การทําบริสุทธิ์น้ํามันที่สกัดไดดวย silica gel column chromatography
2.1 การเตรียมซิลิกาเจล

ชั่งซิลิกาเจลตามปริมาณที่คํานวณไดจากปริมาณตัวอยางที่จะใชในการผานคอลัมน
ตามสูตร (1) นําเจลที่ชั่งเรียบรอยแลวไปอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ชั่วโมง 
จากนั้น Deactivate โดยการเติมน้ํากลั่นลงไป 10 เปอรเซ็นต กวนผสมอยางรวดเร็ว เมื่อแหงแลว
นําไปทําใหเย็นโดยใสในโถเดซิเคเตอร 1 คืน หลังจากนั้นเก็บเจลใสขวดได

สูตร    ปริมาณตัวอยาง × 50   =   ปริมาณเจลที่ใช    ……………… (1)
            0.1 (มล.) × 50   =        5 กรัม

2.2  ขั้นตอนการบรรจุซิลิกาเจล
2.2.1.  อุดปลายคอลัมนดวยสําลีบางๆ ไมแนนไมหลวมเกินไป
2.2.2.  โรยผงซีไลทลงไปสูงประมาณ 0.5 เซนติเมตร
2.2.3.  ผสมเจลดวย solvent ที่จะใชชะตัวอยางพอประมาณแลวใส magnetic stirrer วางบน

hot plate ไมเปดอุณหภูมิและกวนตลอดเวลา
2.2.4. ใชปเปตแกวขนาด 5 มิลลิลิตร ดูดเจลใสในคอลัมนดานขางโดยไมใหเกิด 

ฟองอากาศ
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2.2.5 กวนบริเวณผิวหนาของเจลที่ใสลงไปใหฟุงเพื่อใหเกิดการเรียงตัวของเม็ดเจล
2.2.6 เมื่อใสครบตามปริมาณควรใส solvent ใหเลยชั้นของเจล 2-3 เซนติเมตร
2.2.7 ปดฝาครอบตรงสวนบนของคอลัมนหรืออาจจะใชสําลีเพื่อปองกันการระเหยของ 

sovent
2.3   ขั้นตอนการทําบริสุทธิ์ตัวอยางดวย silica gel column chromatography

2.3.1 นําตัวอยางน้ํามันเขมขนในเฮกเซนอัตราสวน 1:1 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร หยอดลง
ในคอลัมนที่บรรจุซิลิกาเจล ชะตัวอยางออกมาดวยตัวทําละลาย 4 ระบบ คือ 
ระบบที่ 1 คือ เฮกเซน: ไดเอทิลอีเทอร: กรดอะซิติก อัตราสวน 60:40:1 
ระบบที่ 2 คือ ไดเอทิลอีเทอร: กรดอะซิติก อัตราสวน 40:1
ระบบที่ 3 คือ ไดเอทิลอีเทอร: กรดอะซิติก อัตราสวน 4:1
ระบบที่ 4 คือ เมทานอล

2.3.2 เก็บตัวอยางในแตละหลอด หลอดละ 2 มิลลิลิตร ระเหยตัวทําละลายที่อยูในหลอด
ของแตละตัวอยางในตูควันจนแหง เช็คความบริสุทธิ์ดวย TLC/FID นําแตละตัวอยาง
สงตรวจวิเคราะหที่ศูนยเครื่องมือกลาง มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร ตอไป

3. การหาน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ย (Salis et al., 2003)
3 fatty acids + glycerol triglyceride + 3 H2O

ave. MW triglyceride = 3.[ave. MW fatty acids] + [MW (C3H8O3) – 3 * MW (H2O)]

ave. MW fatty acid = (% FA1) " (MW FA1) +(% FA2) " (MW FA2) +...+(% FAx )" (MW FAx )
100%

หมายเหตุ  FAx = กรดไขมันแตละชนิดที่มีอยูในตัวอยาง
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1. กราฟมาตรฐานของกรดปาลมิติกจากการหากิจกรรมเอนไซมไลเปส

Figure 27. Standard curve of palmitic acid (g/ml) 

2. กราฟมาตรฐานของการหาปริมาณโปรตีนดวยวิธี Lowry method

Figure 28. Standard curve of bovine serum albumin (mg/ml) 
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3. การวิเคราะหองคประกอบของไขมันดวย TLC-FID

Peak
 No

Name
Ret.Time 

(min)
Pk. Start

 (min)
Pk. End 

(min)
Area

Height 
(mV)

Area
%

1
2
3
4
5

Triolein
Oleic acid
1,3-Diolein
1,2-Dioleoyl-rac-glycerol
Monopalmitin

0.123
0.195
0.270
0.313
0.443

0.093
0.172
0.248
0.298
0.427

0.152
0.248
0.298
0.362
0.472

12059
16658
3913
7831
4654

15.26
14.41
5.99
9.07
9.67

26.731
36.923
8.674

17.358
10.315

                                                       45115       54.39           100.00

condition: Stationary phase : CHROMAROD-S III
Mobile phase : Benzene/chloroform/acetic acid (50:20:0.7) for 35 min
Gas flow : H2 150 ml/min, air 700 ml/min

     Scanning speed : 30 sec/Rods
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Table 7. Temperature and pH value of samples.

Sample No. Area Temp. (°C) pH
Soil

wastewater

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

Grease trap pond (top)
Grease trap pond (right-side)
Grease trap pond (front)
Grease trap pond (beside the pipe)
Grease trap pond (right-front)
Grease trap pond (center)
Grease trap pond (left-front)
Grease trap pond (left-front)
Grease trap pond (right-center)
Grease trap pond (left-center)
Grease trap pond (front)
Grease trap pond (right-side)
Grease trap tank
Grease trap tank
Drainage ditch 1
Drainage ditch 2
Equalization pond
Equalization pond
Cesspit 1
Cesspit 2

28-30
,,
,,
,,
,,
,,
,,
,,
,,
,,
,,
,,
,,
,,
,,
,,
,,
,,
,,
,,

4.14
5.46
4.40
5.24
5.07
7.39
6.92
7.43
6.81
6.99
6.87
6.81
5.38
5.84
7.02
6.99
6.71
6.74
6.89
6.90
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วิธีการวิเคราะห

1. การวิเคราะหปริมาณกรดไขมันอิสระ (IUPAC, 1979)
อุปกรณ
1. ขวดแกวรูปชมพู
2. กระบอกตวง
3. บิวเรต

สารเคมี
1. เอทิลแอลกอฮอล เขมขนรอยละ 95
2. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด (สารละลายในเอธิลแอลกอฮอล) ที่มีความเขมขน 0.1 นอร

มอล
3. ฟนอลฟทาลีน เขมขนรอยละ 1 (ละลายในเอทิลแอลกอฮอล)

วิธีการ
1. ชั่งตัวอยางใหไดน้ําหนักแนนอน 1-10 กรัม ในขวดขนาด 250 มิลลิลิตร
2. เตรียมสารละลายเอทิลแอลกอฮอลใหเปนกลาง โดยการเติมฟนอลฟทาลีน 5 หยดและปรับ

ใหเปนกลางดวยโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 0.1 นอรมอล หยดดางทีละหยดพรอมทั้งเขยา
หรือกวนจนไดสารละลายแอลกอฮอลเปนสีชมพูถาวร

3. เติมเอทิลแอลกอฮอลที่เปนกลาง 50 มิลลิลิตร ลงในตัวอยาง เขยาอยางแรงใหตัวอยาง
ละลายในแอลกอฮอลถาละลายไดไมดีใหอุนที่อุณหภูมิ 60-65 องศาเซลเซียส

4. ไทเทรตสารละลายตัวอยางดวยโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 0.1 นอรมอล ขณะไทเทรตตอง
เขยาอยางแรงจนกระทั่งไดสารละลายสีชมพูคงที่ 1 นาที

5. คํานวณคากรดและปริมาณกรดไขมันอิสระจากสูตร
การคํานวณ 
กรดไขมันอิสระ (คิดเปนรอยละในรูปกรดโอลิอิก)

= ปริมาตรดางที่ใช (มล.) ×  ความเขมขนดางที่ใช (มล.) ×  28.2
น้ําหนักตัวอยาง (กรัม)

(น้ําหนักโมเลกุลของกรดโอลิอิกเทากับ 28.2)
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2. ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดและปริมาณโปรตีน โดยวิธี Kjeldahl method (A O A C, 1990)
อุปกรณ
1. ขวดยอยโปรตีน (Kjeldahl flask) ขนาด 250-300 มิลลิลิตร
2. ขวดรูปชมพู (Erlenmeyer flask) ขนาด 100 มิลลิลิตร
3. ปเปตขนาด 5 และ 10 มิลลิลิตร
4. บิวเรตขนาด 25 มิลลิลิตร
5. ชุดยอยโปรตีน ประกอบดวย เตายอย (heater) และเครื่งจับไอกรด (scrubber)
6. ชุดกลั่นโปรตีน Kjeldahl system distilling unit

สารเคมี
1. กรดซัลฟูริกเขมขน
2. สารเรงปฏิกิริยาซึ่งเปนสารผสมระหวาง คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4 ) และโพแทสเซียม

ซัลเฟต (K2SO4 ) อัตราสวน 1:10 
3. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) เขมขนรอยละ 20 และ รอยละ 60 (โดยน้ําหนัก)
4. สารละลายกรดบอริก (H3BO3) เขมขนรอยละ 4 (โดยน้ําหนัก)
5. สารละลายกรดเกลือเขมขนรอยละ 0.1 (โดยปริมาตร)
6. อินดิเคเตอรผสมระหวาง เมทิลเรด เมทิลบลู และโบรโมครีซอลกรีน 

วิธีการ
ขั้นตอนการยอย
1. ชั่งตัวอยาง (ของแข็ง) ใหไดน้ําหนักแนนอนประมาณ 0.5-1.0 กรัม (ตัวอยางของเหลวใช

ปริมาตร 1-10 มิลลิลิตร) ใสลงในขวดยอยโปรตีน ทําแบล็งคโดยใชน้ํากลั่นแทนตัวอยาง 
2. เติมสารเรงปฏิกิริยา 5 กรัม
3. เติมกรดซัลฟวริกเขมขนปริมาตร 20 มิลลิลิตร
4. วางหลอดยอยในเตายอย แลวประกอบสายยางระหวางฝาครอบ ขวดใสดางที่มีสารละลาย

โซเดียมไฮดรอกไซดเขมขนรอยละ 20 ปริมาตร 500-600 มิลลิลิตร และเครื่องจับไอกรดให
เรียบรอย

5. เปดเครื่องจับไอกรดและเตายอย แลวตั้งอุณหภูมิเปน 350 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที 
ยอยจนไดสารละลายใส ปลอยทิ้งไวใหเย็น
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ขั้นตอนการกลั่น
1. เปดสวิทชชุดกลั่นโปรตีน และน้ําหลอเย็น
2. กลั่นลางเครื่องดวยน้ํากลั่น 2 ครั้ง
3. นําขวดยอยโปรตีนตอเจากับชุดกลั่นโปรตีน เติมน้ํากลั่น 50 มิลลิลิตร และสารละลาย

โซเดียมไฮดรอกไซดเขมขนรอยละ 40 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร
4. นําขวดรูปชมพูขนาด 500 มิลลิลิตร ที่มีการเติมกรดบอริกเขมขนรอยละ 4 ปริมาตร 20 

มิลลิลิตร และอินดิเคเตอร ไปรองรับของเหลวที่จะกลั่นออกมาโดยใหสวนปลายของ
อุปกรณควบแนนจุมลงในสารละลาย

5. กลั่นโดยใชเวลาประมาณ 4 นาที
6. ไตเตรทสารละลายที่กลั่นไดกับสารละลายกรดเกลือเขมขนรอยละ 0.1 สีของสารละลายจะ

เปลี่ยนจากสีเขียวเปนสีมวง

การคํานวณ
ปริมาณไนโตรเจน (g/ml) =            (a-b) ×  N ×  1.4007

W
ปริมาณโปรตีน (g/ml) =            (a-b) ×  N ×  1.4007 ×  F

W
โดยที่

a = ปริมาตรของสารละลายกรดเกลือที่ใชไทเทรตกับตัวอยาง (มิลลิลิตร)
b = ปริมาตรของสารละลายกรดเกลือที่ใชไทเทรตกับแบล็งก (มิลลิลิตร)
N =     ความเขมขนของสารละลายกรดเกลือ (นอรมอล)
W =    น้ําหนักหรือปริมาตรตัวอยางเริ่มตน (ลิตร)
F =    แฟกเตอรที่ใชในการคํานวณหาปริมาณโปรตีนสําหรับอาหารชนิดตางๆ 

               (แฟกเตอรที่ใชในการคํานวณหาปริมาณโปรตีนสําหรับผลิตภัณฑจากปลาเทากับ 6.25)

3. ปริมาณความชื้น (A O A C, 1990)
อุปกรณ
1. ตูอบไฟฟา (electric oven)
2. โถดูดความชื้น (desiccator)
3. ภาชนะอลูมิเนียมสําหรับหาความชื้น (moisture can)



117

4. เครื่องชั่งไฟฟาชนิดละเอียด 4 ตําแหนง

วิธีการ
1. อบภาชนะสําหรับหาความชื้นในตูอบไฟฟา ที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เปน เวลา 3 

ชั่วโมง นําออกจากตูอบใสไวในโถดูดความชื้น ปลอยทิ้งไวจนกระทั่งอุณหภูมิลดลงเทากับ
อุณหภูมิหองแลวชั่งน้ําหนัก

2. ทําเชนเดียวกับขอ 1 จนไดผลตางของน้ําหนักที่ชั่วทั้งสองครั้งติดตอกันไมเกิน 1-3 มิลลิกรัม
3. ชั่งตัวอยางที่ตองการหาความชื้นใหไดน้ําหนักที่แนนอน 1-2 กรัม ใสลงในภาชนะหา

ความชื้นที่ทราบน้ําหนักแนนอน นําไปอบในตูอบ 105 องศาเซลเซียส นาน 5-6 ชั่วโมง นํา
ออกจากตูอบใสในโถดูดความชื้น ปลอยทิ้งไวจนกระทั่งอุณหภูมิของภาชนะลดลงเทากับ
อุณหภูมิหองแลวชั่งน้ําหนักภาชนะพรอมตัวอยาง

4. อบซ้ําจนไดผลตางของน้ําหนักที่ชั่งทั้งสองครั้งติดตอกันไมเกิน 1-3 มิลลิกรัม

การคํานวณ

ปริมาณความชื้น =   ผลตางของน้ําหนักตัวอยางกอนอบและหลังอบ (กรัม) ×  100
น้ําหนักตัวอยางเริ่มตน (กรัม)

4. การหาปริมาณเกลือ (A O A C, 1995)
อุปกรณ
1. เตาไฟฟา
2.     เครื่องหมุนแบบแมเหล็ก (magnetic stirrer) และแทงแมเหล็ก
3.  ขวดรูปชมพู ขนาด 250 มิลลิลิตร
4.     ขวดวัดปริมาตร ขนาด 1,000 มิลลิลิตร
5.     ปเปต ขนาด 5 มิลลิลิตร
6.     บิวเรต ขนาด 25 มิลลิลิตร 

สารเคมี
1.     สารละลายซิลเวอรไนเตรทเขมขน 0.1 นอรมอล
2.     กรดไนตริกเขมขน
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3.     สารละลายแอมโมเนียมไธโอไซยาเนตเขมขน 0.1 นอรมอล
4.     สารละลายแอมโมเนียมฟวริกซัลเฟตอิ่มตัว

วิธีการ
1. ปเปตตัวอยางน้ําเสียลงในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร จํานวน 0.1 มิลลิลิตร
2. ปเปตสารละลายซิลเวอรไนเตรตเขมขน 0.1 นอรมอล จํานวน 5 มิลลิลิตร ลงไปผสม
3. เติมกรดไนตริกเขมขนจํานวน 20 มิลลิลิตร
4. ตั้งบนเตาไฟฟา ตมใหเดือดออนๆ นานประมาณ 15 นาทียกลงตั้งทิ้งไวใหเย็น
5.    เติมน้ํากลั่น 50 มิลลิลิตร
6.    เติมสารละลายแอมโมเนียมเฟอรริกซัลเฟตอิ่มตัว 5 มิลลิลิตร
5. ไตเตรตกับสารละลายแอมโมเนียมไธโอไซยาเนตเขมขน 0.1 นอรมอล จนกระทั่งได

สารละลายสีแดงออน

การคํานวณ
ปริมาณเกลือ (รอยละ) =  [(a ×  N1) – (b×  N2)] ×  58.44

โดยที ่
a      =     ปริมาตรของสารละลายซิลเวอรไนเตรทที่ใช
b      =     ปริมาตรของสารละลายแอมโมเนียมไธโอไซยาเนตที่ใช
N1   =     ความเขมขนของสารละลายซิลเวอรไนเตรต
N2   =     ความเขมขนของสารละลายแอมโมเนียมไธโอไซยาเนต

5. การเตรียมกราฟมาตรฐานกรดปาลมิติก
    สารเคมีที่ใชในการวิเคราะห

สารละลาย cupric acetate-pyridine reagent เตรียมโดยชั่ง cupric acetate 
(C4H6CuO4.H2O) 50 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 850 มิลลิลิตร กรองสวนที่ไมละลายออก จากนั้นปรับพี
เอชใหไดเทากับ 6.1 โดยใชไพริดีน (pyridine) และปรับปริมาตรสุดทายเทากับ 1 ลิตร ดวยน้ํากลั่น
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     วิธีการวิเคราะห
1.  ชั่งกรดปาลมิติกที่มีความบริสุทธิ์สูง 0.2564 กรัม ละลายในไอโซออกเทน อาจแชในอางน้ํา

ควบคุมอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสเพื่อชวยในการละลาย เมื่อละลายหมดปรับปริมาตร
สุดทายเทากับ 100 มิลลิลิตร (จะไดสารละลายกรดปาลมิติกเขมขนเทากับ 10 ไมโครโมล
ตอมิลลิลิตร)

2. นําสารละลายที่เตรียมไดในขอ 1 ปริมาตร 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7 และ 0.8 มิลลิลิตร 
ปรับปริมาตรดวยไอโซออกเทนใหไดปริมาตรสุดทายเทากับ 1.0 มิลลิลิตร

3. เติมสารละลาย cupric acetate-pyridine reagent ปริมาตร 0.4 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันและ
ทิ้งใหแยกชั้น

4. ดูดสารละลายชั้นบนวัดคาดูดกลืนแสงที่ 715 นาโนเมตรโดยใชไอโซออกเทนเปนแบล็งก
5. นําขอมูลที่ไดเขียนกราฟมาตรฐานระหวางคาดูดกลืนแสงกับความเขมขนของกรดปาลมิติก

ดังแสดงในภาคผนวก ข

6. การวิเคราะหปริมาณโปรตีน ตามวิธี Lowry (Lowry et al., 1951)
     สารเคมีที่ใชในการวิเคราะห

1. สารละลาย A: 2% โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3) ในโซเดียมไฮดรอกไซด 0.1                                     
นอรมอล

2. สารละลาย B: 0.5% คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4.H2O) ใน 0.1% โซเดียมโพแทสเซียมทาร
เทรต (Sodium potassiumtartrate)

3. สารละลาย C: ผสมระหวางสารละลาย A และ B ปริมาตร 50 และ 1 มิลลิลิตร ตามลําดับ
4. สารละลาย D: เจือจาง Folin-Ciocalteau reagent ดวยน้ํากลั่นอัตราสวน 1:1

     วิธีการวิเคราะห
    1. ใชสารละลายตัวอยางที่ตองการหาโปรตีน 0.5 มิลลิลิตร จากนั้นเติมสารละลาย C ปริมาตร 

2.5 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันและตั้งทิ้งไวนาน 10 นาที
2. เติมสารละลาย D ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร
3. เขยาใหเขากันและตั้งทิ้งไวนาน 30 นาที
4. วัดคาดูดกลืนแสงที่ 750 นาโนเมตร โดยใชสารละลายบัฟเฟอรที่เตรียมตัวอยางเปนแบล็งก 

โดยทําตามขั้นตอน 1-4
5. คํานวณปริมาณโปรตีนโดยเปรียบเทียบกับกราฟโปรตีนมาตรฐาน
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6. เตรียมกราฟโปรตีนมาตรฐานโดยใช BSA ความเขมขน 0.05-0.3 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และ
ทําตามขั้นตอนขอ 1-4 โดยใชสารละลายโปรตีนแทนสารตัวอยาง

7. นําขอมูลที่ไดเขียนกราฟมาตรฐานระหวางคาดูดกลืนแสงกับความเขมขนของปริมาณ
โปรตีน BSA ดังแสดงในภาคผนวก ข
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ภาคผนวก ง

1. การวิเคราะหลําดับเบสของแบคทีเรียสายพันธุ Burkholderia sp. EQ3 1500 คูเบส
GGTGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACATGTCCTGTAGTGGGGGAT
AGCCCGGCGAAAGCCGGATTAATACCGCATACGATCTACGGATGAAAGCGGGGGACC
TTCGGGCCTCGCGCTATAGGGTTGGCCGATGGCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAG
GCCTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGAC
TGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGC
GAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCAC
TTTTGTCCGGAAAGAAATCCTTGGCTCTAATACAGCCGGGGGATGACGGTACCGGAA
GAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCG
TTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTTGCTAAGACCGATGTGA
AATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTGGTGACTGGCAGGCTAGAGTATGGCAG
AGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCG
ATGGCGAAGGCAGCCCCCTGGGCCAATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAG
CAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTAGTTGTTGG
GGATTCATTTCCTTAGTAACGTAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGG
TCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGATGATGT
GGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGGTCGGAATCCCG
CTGAGAGGTGGGAGTGCTCGAAAGAGAACCGGCGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGT
CAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTA
GTTGCTACGCAAGAGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGG
GGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGT
CGGAACAGAGGGTTGCCAACCCGCGAGGGGGAGCTAATCCCAGAAAACCGATCGTA
GTCCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGG
ATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCAT
GGGAGTGGGTTTTACCAGAAGTGGCTAGTCTAACCGCAAGGAGGACGGTCACCACGG
TAGGATTCATGACTGGGGTGAAGTCTAAACCAAGGGTAACA
Primer ‘s name : UFUL,350F,515F,785F,1099F
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Program     BLASTN 2.2.20+ Description
All GenBank+EMBL+DDBJ+PDB sequences (but no EST, STS, 
GSS,environmental samples or phase 0, 1 or 2 HTGS sequences) 
Query Length   1414

Sequences producing significant alignments:

Accession Description
Max 
score

Total 
score

Query 
coverage

E 
value

Max 
ident

FJ606689.1
Burkholderia sp. 2xiao7 16S 
ribosomal RNA gene, partial 
sequence

2577 2577 99% 0.0 99%

FJ436055.1
Burkholderia  vietnamiensis strain 
SYe-6586 16S ribosomal RNA gene, 
partial sequence

2577 2577 99% 0.0 99%

EU214612.1
Burkholderia cepacia strain yb90 
16S ribosomal RNA gene, partial 
sequence

2577 2577 99% 0.0 99%

AY946011.1
Burkholderia cepacia strain RRE5 
16S ribosomal RNA gene, partial 
sequence

2577 2577 99% 0.0 99%

AY946010.1
Burkholderia cepacia strain RRE3 
16S ribosomal RNA gene, partial 
sequence

2577 2577 99% 0.0 99%

AJ544072.1
Burkholderia anthina partial 16S 
rRNA gene, strain BHS1

2577 2577 99% 0.0 99%

FJ392830.1
Burkholderia sp. SYBC LIP-Y 16S 
ribosomal RNA gene, partial 
sequence

2575 2575 99% 0.0 99%

AF311970.1 Burkholderia cepacia isolate LMG 2575 2575 99% 0.0 99%
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Accession Description
Max 
score

Total 
score

Query 
coverage

E 
value

Max 
ident

12614 16S ribosomal RNA gene, 
partial sequence

AF097532.1
Burkholderia cepacia strain LMG 
12614t2 16S ribosomal RNA gene, 
partial sequence

2575 2575 99% 0.0 99%

AB480713.1
Burkholderia sp. T-34 gene for 16S 
rRNA, partial sequence

2571 2571 99% 0.0 99%

AM747721.1
Burkholderia cenocepacia J2315 
chromosome 2, complete genome

2571 2571 99% 0.0 99%

AM747720.1
Burkholderia cenocepacia J2315 
chromosome 1, complete genome

2571 1.028e+04 99% 0.0 99%

EU684748.1
Burkholderia cenocepacia strain 
ZYB002 16S ribosomal RNA gene, 
partial sequence

2571 2571 99% 0.0 99%

EU305400.1
Burkholderia cepacia strain PSB3
16S ribosomal RNA gene, partial 
sequence

2571 2571 99% 0.0 99%

AM905038.1
Burkholderia lata 16S rRNA gene, 
strain R-15816

2571 2571 99% 0.0 99%

AB252073.1
Burkholderia cepacia gene for 16S 
rRNA, partial sequence

2571 2571 99% 0.0 99%

AB212235.1
Burkholderia sp. T201 gene for 16S 
ribosomal RNA, partial sequence

2571 2571 99% 0.0 99%

CP000152.1
Burkholderia sp. 383 chromosome 2, 
complete sequence

2571 2571 99% 0.0 99%

CP000151.1 Burkholderia sp. 383 chromosome 1, 2571 1.023e+04 99% 0.0 99%
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Accession Description
Max 
score

Total 
score

Query 
coverage

E 
value

Max 
ident

complete sequence

AY741360.1
Burkholderia cepacia strain ATCC 
700070 16S ribosomal RNA gene, 
partial sequence

2571 2571 99% 0.0 99%

AY741349.1
Burkholderia cepacia strain ATCC 
49709 16S ribosomal RNA gene, 
partial sequence

2571 2571 99% 0.0 99%

AY741334.1
Burkholderia cepacia strain ATCC 
17759 16S ribosomal RNA gene, 
partial sequence

2571 2571 99% 0.0 99%

AF265235.1
Burkholderia cepacia genomovar III 
16S ribosomal RNA gene, partial 
sequence

2571 2571 99% 0.0 99%

AY769904.1
Burkholderia sp. KBC-3 16S 
ribosomal RNA gene, partial 
sequence

2571 2571 99% 0.0 99%

AJ420880.1
Burkholderia anthina partial 16S 
rRNA gene, strain R-4183

2571 2571 99% 0.0 99%

CP000378.1
Burkholderia cenocepacia AU 1054 
chromosome 1, complete sequence

2567 1.024e+04 99% 0.0 99%



125



126



127

ประวัติผูเขียน

ชื่อ  สกุล นางสาวพักตรพิมล  อึ่งเจริญวิวัฒน
รหัสประจําตัวนักศึกษา 5011020052
วุฒิการศึกษา

วุฒิ ชื่อสถาบัน ปที่สําเร็จการศึกษา
วิทยาศาสตรบัณฑิต (จุลชีววิทยา)

เกียรตินิยมอันดับ 2
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 2549

 
การตีพิมพเผยแพรผลงาน
Pakpimol Ungcharoenwiwat and Aran H-Kittikun. 2009. Screening and optimization of wax esters 

synthesis by immobilized lipases. Posterpresentation. The 12th National Graduate
Research Conference, CGAU and Khon Kaen University, Kkon Kaen, Thailand. February
12-13, 2009. 



[image: image1.emf][image: image2.png]

การคัดเลือกและศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไลเปสของแบคทีเรียที่แยกจากของเสียโรงงานปลากระป๋องและการประยุกต์ใช้

Screening and Optimization of Lipase Production by Bacteria Isolated from Wastes of Canned Fish Factory and Application

พักตร์พิมล  อึ่งเจริญวิวัฒน์

Pakpimol  Ungcharoenwiwat

วิทยานิพนธ์นี้เป็นส่วนหนึ่งของการศึกษาตามหลักสูตรปริญญา

วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต  สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ

มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์

A Thesis Submitted in Partial Fulfillment of the Requirements for the Degree of Master of Science in Biotechnology


Prince of Songkla University


2552

ลิขสิทธิ์ของมหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์                                       (1)




� EMBED Word.Picture.8 ���










_1244638833.doc

[image: image1.png]






